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RESUMO

O estudo da interacdo entre DNA com pequenas moléculas, como farmacos, corantes organicos e
complexos metalicos tem sido muito explorado durante as Ultimas décadas, visto que essas
interacbes podem levar a compreensdo dos mecanismos moleculares de agdo dos farmacos
contribuindo para a concepcdo de novos medicamentos DNA-alvo. Desta forma, esse trabalho
teve como objetivo avaliar a interacdo de trés classes de compostos derivados das p-carbolinas,
bases de Schiff (aldiminas) e acridinas com ctDNA (Calf thymus), utilizando técnicas
espectroscopicas e estudos teoricos, que permitiram avaliar tanto o modo de ligacdo quanto a
magnitude de ligacdo dos complexos formados com ctDNA, bem como a correlagdo com suas
respectivas atividades bioldgicas. Assim, de acordo com os resultados obtidos pdde-se observar
que os derivados das pB-carbolinas e acridinas formaram um complexo supramolecular ndo
fluorescente, caracterizado pelo mecanismo de quenching estatico. As constantes de ligacdo (Ky)
variaram de 3,30x10° a 1,82x10° L mol™ para os derivados das B-carbolinas, onde se observou que
os alcaloides com o radical N,N-dimetilanilina apresentaram maiores valores de K, (3,98x10° —
1,82x10° L mol™). Para os compostos derivados das acridinas verificou-se que os valores de K
variaram de 2,09 a 7,76x10° L mol™, seguindo a mesma ordem em relacdo aos compostos
avaliados quanto aos valores das energias de afinidade obtidas por meio dos estudos de docking
molecular. Para a classe das aldiminas foi observado que os valores de K, variaram de 0,37 a
3,07x10° L mol?, sendo os compostos hidroxilados nas posices orto e para, 0S que
demonstraram maiores valores de constantes de ligacdo. Adicionalmente, ensaios envolvendo
iodeto de potassio, competicdo com brometo de etidio/acridina orange, estudos de desnaturagédo
térmica e transferéncia de energia por contato foram realizados a fim de determinar o modo de
interacdo preferencial do complexo DNA-ligante. Estes estudos demonstraram que 0 mecanismo
principal para os derivados B-carbolinicos e acridinas ocorre por intercalacdo, enquanto para a
classe das aldiminas via groove. Por fim, uma vez determinados os valores de K, foi possivel
estabelecer correlacdo linear com os valores das atividades biol6gicas dos compostos avaliados.
Ao correlacionar os valores de Glsg ou ICsg das atividades antiproliferativas com os valores de Ky
observou-se uma tendéncia linear inversa para os derivados B-carbolinas e aldiminas (classe 1,
somente hidroxiladas), indicando que quanto maior os valores de Ky, menores sdo os valores de
Glso ou ICsp, mostrando-se seletivos para as linhagens de ovario resistente (NCI-ADR/RES),
ovario (OVCAR-03) e proéstata (PC-3), enquanto para as aldiminas da classe 2 (contendo radical
nitro) obteve-se tendéncia linear direta para atividade antiproliferativa, onde os valores de K, e
Glsp aumentam proporcionalmente e sendo seletivas para a linhagem de ovario resistente. Além
disso, a atividade antimalarica das acridinas foram testadas frente ao P. falciparum W2
possibilitando mostrar uma tendéncia inversa, ou seja, quanto maior o valor da constante de
interacdo com DNA menor o valor de ICs, € da energia de afinidade obtidas através de docking
molecular. Dessa forma, este conjunto de resultados sugere que o mecanismo de acdo dos
compostos avaliados tanto para atividade antiproliferativa quanto antimalarica podem estar
associados a interacdo com o DNA como alvo farmacoldgico.

Palavras-Chave: Interacdes moleculares. B-carbolinas. Aldiminas. Acridinas. ctDNA (Calf
thymus). Técnicas espectroscopicas. Docking molecular.



ABSTRACT

DNA interactions studies with small molecules such as drugs, organic dyes and metal complexes
have been a wide-ranging research theme during the last decades. Since those interactions can
lead to a better comprehension at molecular level processes. The elucidation of drug action
mechanisms and new drugs conception that are DNA-target designed can be achieved. So, the aim
of this work was to evaluate the ctDNA (Calf thymus) interaction with three derivative classes of
B-carboline, aldimine and acridine compounds, using spectrophotometric techniques and
theoretical studies, leading to the evaluation of biding mode and magnitude for the ctDNA/ligand
complex, as well as the correlation with their biological activities. According to the results, for
the derivative B-carboline and acridine compounds there was formation of a non-fluorescent
supramolecular complex, characterized by static quenching mechanism. The binding constants
(Ky) ranged from 3.30x10% to 1.82x10° L mol™ for p-carboline compounds where it was observed
that the alkaloids with the N,N-dimethylaniline radical (radical b) shown greater K, values
(3.98x10°-1.82x10° L mol™). For the acridine compounds, it was verified that the K, values
ranged from 2.09 to 7.76x10° L mol™, corroborating with predicted energy binding values
obtained by the molecular docking studies. For the aldimines compounds, it was observed that the
Ky, values ranged from 0.37 to 3.07x10° L mol™, being the hydroxylated compounds (orto and
para positions) the ones with greatest K, values Additionally, the potassium iodide and
competition with ethidium bromide assays, thermal denaturation profile and contact energy
transfer were executed to determine the preferential biding mode of the DNA-ligand complexes.
These studies have shown that the preferential binding mode for the derivate B-carboline and
acridine compounds occur by intercalation, while that for aldimine compounds were preferentially
by groove. Furthermore, once the K, values were determined, the linear correlation for the
biological activities of the evaluated compounds was established. An inverse linear profile for B-
carboline, acridine compounds and a few derivative aldimine compounds (class 1, only hydroxyl
substituted), indicating that the greater Ky, values, smaller are the Glsy or 1Csy being selective for
resistant ovarian (NCI-ADR/RES), ovarian (OVCAR-03) and prostate (PC-3) cell lines, while
class 2 aldimine compounds (radical nitro substituted) had a direct linear trend for anti-
proliferative activity, where the K, and Glsy values increase proportionally, being selective to
resistant ovarian cell lines. Moreover, the anti-malaria activity for acridine compounds was
evaluated towards P. falciparum W2, showing an inverse profile; that is, the greater the Ky values
the smaller 1Csy and binding energy obtained by molecular docking. In conclusion, the set of
results suggests that the mechanism of action for the evaluated compounds in both anti-
proliferative and anti-malaria activity can be associated with the DNA interaction as a
pharmacological target.

Keywords: Molecular interactions. B-carbolines. Aldimines. Acridines. ctDNA. Spectroscopic
techniques. Molecular docking.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Quimica supramolecular

O conceito moderno de quimica supramolecular foi introduzido pelo quimico francés
Jean-Marie Lehn em 1978. Ele foi o pioneiro e conceituou quimica supramolecular como
sendo a “quimica além da molécula”. Enquanto a quimica molecular estabelece sua base
pautada na ligacdo covalente, a quimica supramolecular estd fundamentada num dominio
cientifico interdisciplinar que engloba caracteristicas quimicas, fisicas e biologicas de
espécies quimicas de maior complexidade que as moléculas simples, ligadas entre si e (auto)
organizadas por ligacdes intermoleculares (ndo covalentes) (BAZZICALUPI, et al., 2014).
Assim, a quimica supramolecular se baliza em um grau de complexidade superior, para além
da molécula, denominado de supermolécula(s) e sistemas polimoleculares organizados,
mantidos por interacbes ndo covalentes, como ligacbes de hidrogénio, interacdes
eletrostaticas, forcas de Van der Waals, interacfes hidrofobicas, entre outras. Tais interacGes
sdo de fundamental importancia nos processos bioldgicos entre substratos e proteinas
receptoras, reacGes enzimaticas, reconhecimento celular, regulacdo da expressdo genética

pelas proteinas ligadas ao DNA e, sobretudo a interacdo de DNA e farmacos (LEHN, 1996).

1.2 DNA: caracteristicas gerais

1.2.1 DNA duplex

A estrutura tridimensional do DNA (&cido desoxirribonucleico) foi proposta em 1953
pelos cientistas James Dewey Watson e Francis Crick, caracterizando um dos principais
marcos na histéria da biologia moderna, uma vez que possibilitou o conhecimento atual sobre
o fato do DNA celular conter tanto a informacéo genética como as caracteristicas e funcdes de
cada célula. (NELSON; COX, 2011).

O modelo proposto por Watson e Crick consiste em duas cadeias helicoidais de DNA
que se entrelassam em um mesmo eixo formando uma dupla heélice. O esqueleto hidrofilico
dos grupos alternantes desoxirribose e fosfatos carregados negativamente se encontram na
parte externa da dupla fita interagindo com a agua circundante (Figura 1); e as bases purinicas
e pirimidinicas de ambas as fitas estdo empilhadas no interior da dupla hélice (NELSON;
COX, 2011; THIEMANN, 2003). Cada fita € composta por uma combinacdo de quatro
nucleotideos (ligados a desoxirribose) que se mantém unidos por ligacdo fosfodiéster, sendo
as bases: adenina (A), timina (T), guanina (G) e citosina (C). A adenina (A) de uma fita

sempre forma duas ligacdes de hidrogénio com a timina (T) da outra, enquanto a guanina (G)
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forma trés ligacOes de hidrogénio com a citosina (C) da fita complementar (Figura 1). Assim,
ao longo da hélice, os pares de bases sdo sempre AT (ou TA) e CG (ou GC) (NAKAMOTO;
TSUBOI; STRAHAN, 2008).

Figura 1- Estrutura do DNA e formacéo dos pares de bases AT e CG, por meio de ligacGes de
hidrogénio.

Esqueleto de
agucar-fosfato I\’

Sulco
maior
1,2 nm

Sulco
menor -

0,6 nm “

2,0 nm

Fonte: adaptado de ALMEIDA et al., 2005.

As duas cadeias polinucleotidicas (fitas) do DNA sédo antiparalelas e distintas quanto a
composicdo e sequéncia de bases. Essas cadeias sdo complementares entre si, isto €, quando
se tem adenina em uma cadeia, timina sera a base complementar na outra fita, € 0 mesmo
ocorre para citosina e guanina. A dupla hélice do DNA é mantida unida por ligacbes de
hidrogénio entre as bases (complementaridade) e as interacdes de empilhamento, as quais
contribuem para estabilidade da dupla fita. Devido a essa complementaridade, torna-se
possivel o processo de replicacdo, onde cada fita preexistente pode funcionar como um molde
para guiar a sintese de uma fita complementar (NELSON; COX, 2011; GARRETT,;
GRISHAM, 2012; MEYERS, 2002).

O DNA duplex também apresenta variaces estruturais (isoformas) dependentes do
meio onde se encontra, podendo assumir trés conformacbes: A-DNA, B-DNA E Z-DNA
(Figura 2).



20

Figura 2- Comparacédo das conformactes B-DNA, A-DNA e Z-DNA.

0 ®
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Fonte: adaptado de COX, M. M.; DOUDNA, J. A.; O’ DONNELL, 2012.

A estrutura proposta por Watson e Crick, refere-se a forma B do DNA, que por sua
vez, € a estrutura mais estavel (11 pares de bases para uma volta completa na hélice) e a forma
fisiologica mais encontrada (em solugdo), onde as interacbes com as bases nitrogenadas
promovem a formacdo da dupla hélice com rotacdo para a direita. Além disso, também é
considerada padrdo de referéncia em qualquer estudo das propriedades do DNA (HARVEY;
FERRIER, 2011). A isoforma A-DNA € mais curta e possui maior didmetro em relagcdo ao
centro (10 pares de bases para uma volta completa na hélice), esta presente em ambientes com
baixa concentracéo de agua (com alto teor de solvente orgénico, por exemplo). Enquanto que
a forma Z-DNA ¢ a conformacdo alongada e fina (12 pares de bases para uma volta completa
na helice), possui a rotacdo da hélice para a esquerda e 0 DNA assume essa conformacao em
meios com alta concentragéo de cations (elevada forga idnica) (ALMEIDA, 2005).

1.2.2 DNA triplex e quadruplex

Segundo Cox e colaboradores (2012), além dessas conformacdes, diversas estruturas
de DNA ndo usuais envolvem trés ou até mesmo quatro fitas de DNA. Essas variantes

estruturais sdo importantes, porque hd uma tendéncia de serem formadas nos processos de
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replicacdo, recombinagdo e transcricdo. O DNA triplex constitui uma dessas estruturas
incomuns, e é formado de maneira mais rapida em sequéncias longas contendo apenas
pirimidinas ou apenas purinas em determinada fita, porém alguns contém duas fitas de
pirimidinas e uma de purinas, e vice-versa. Essa formacédo de hélices triplas é permitida pelo
pareamento de Hoogsteen (ndo Watson-Crick), que consiste na possibilidade de formar
ligacOes de hidrogénio adicionais (Figura 3a), por exemplo, uma timidina pode parear com
uma adenosina de um par A=T, assim como uma citidina (se estiver protonada) pode parear
com uma guanosina de um par C=G, formando “bases triplas”.

Além disso, quatro fitas de DNA podem se associar formando um quadruplex (Figura
3b), porém isso sO ocorre em sequéncias ricas em residuos de guaninas. Essa alta proporcéo
de guaninas, leva a formacao de estruturas de quatro cadeias organizadas como um arranjo em
guadrado de guaninas (também denominado tetrada), que sdo estabilizadas por ligacdes de
hidrogénio e pela existéncia de cations monovalentes (K*, por exemplo) no centro dessas
tetradas (Figura 3c) (BHADRA; KUMAR, 2011).

Figura 3- Estruturas do DNA de trés e quatro fitas. a) Pareamento de bases no triplex de DNA;
b) Vista lateral de uma hélice tripla de DNA, contendo duas fitas com poli- (T) e uma com poli-
(A); ¢) Uma camada de estrutura de tetraplex de guanosina.

C=G.C*

c) Tetraplex de guanosina

T-Cy \\\H N\I/
\"IN
OIIIH ’//

Fitas com pirimidinas poli- (T)

Fonte: adaptado de COX, M. M.; DOUDNA, J. A.; O’ DONNELL, 2012.



22

Assim, por estarem envolvidas em alguns processos bioldgicos, sobretudo na
expressao génica associada a doenga humana (MORIYAMA, IWASAKI, MIYOSHI, 2015), a
avaliacdo de processos de interacdo dessas conformacgfes de &cido nucleico (triplex e G-
quadruplex) com compostos organicos ou inorganicos tém sido utilizadas como uma
abordagem terapéutica alternativa para o tratamento de cancer (FOX, 2000; SIDDIQUI-JAIN,
etal., 2002; BALASUBRAMANIAN; NEIDLE, 2009; MA, et al., 2011).

1.2.3 Modo de ligagdo DNA-ligante

O DNA pode interagir com diversas espécies ou compostos de duas maneiras: pelo
modo de ligacdo covalente, através da ligacdo direta ligante-DNA por suas bases nitrogenadas
ou pelo grupo fosfato; e ndo covalente através de interacOes eletrostaticas, interacdes nos
sulcos (groove) do DNA, ou através da intercalacdo (Figura 4) (BARRA; NETTO, 2015).
Figura 4- Modelos genéricos de modos de ligagdo de compostos com DNA. Aspectos relacionados
a estequiometria ndo foram considerados na concep¢do da figura, apenas as regides

preferenciais e modos de interagdo com DNA.

Ligacdes niio covalentes Ligac¢des covalentes

Intercalagiio Sulcos (groove) Eletrostatico Ligagao a base Ligagao ao fosfato

Fonte: adaptado de BARRA; NETTO, 2015.
1.2.3.1 Modo de ligagéo covalente

O modo de ligacdo covalente do DNA com pequenas moléculas € irreversivel e
provoca a inibicdo completa do DNA com consequente morte celular. A ligagdo covalente
apresenta uma elevada resisténcia, o que pode causar distor¢cdo na molécula de DNA, e por
sua vez afetar o processo de transcricdo e replicacdo. Um exemplo de um composto que forma
ligagdo covalente com DNA é a cisplatina [cis-diclorodiaminoplatina(ll)], um tradicional
ligante, capaz de realizar ligagcBes covalentes com os nitrogénios das bases do DNA
deslocando o cloreto. De modo semelhante, os agentes alquilantes formam ligacdes

covalentes com o DNA, impedindo e/ou inibindo o ciclo celular (processos de replicacao).
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Estes também podem fazer a substituicdo em outra molécula, de um atomo de hidrogénio por
um radical alquil. Os agentes alquilantes tém sido utilizados em atividade antitumoral (por
exemplo, a ciclofosfamida, o bussulfam e as nitrosuréias), pois se ligam ao DNA de forma a
impedir a separacdo das duas fitas da dupla hélice (PUYO, MONTAUDON, POURQUIER,
2014).

1.2.3.2 Modo de ligacdo ndo covalente

O modo de ligacdo ndo covalente é reversivel, e a espécie ou molécula alvo ao

interagir com o DNA pode alterar a conformacdo, provocar tensdo torsional e
interromper/inibir o pocesso de interacdo DNA-proteina nos processos bioldgicos
(SILVESTRI; BRODBELT, 2012). Existem trés formas de interacOes reversiveis entre o
DNA e ligantes:
a) Intercalacdo: ocorre quando uma molécula (poli)aromatica planar se interpde entre 0s pares
de bases consecutivos do DNA, ligando-se perpendicularmente ao eixo da hélice (Figura 4).
As forcas intermoleculares que mantém a estabilidade do complexo DNA-agente intercalador,
leva esta entidade a possuir maior estabilidade que o DNA sozinho. Estas forcas sdo
associadas a formacdo de ligacGes de hidrogénio, interacfes eletrostaticas e hidrofobicas,
interacbes de empilhamento 7 (interagdo m stack) entre os grupos aromaticos heterociclicos
dos pares de bases e as estruturas aromaticas (MARTINEZ; CHACON-GARCIA, 2005).

A intercalacdo de um ligante entre os pares de bases do DNA resulta em uma
modificacdo substancial na estrutura do é&cido nucleico, provocando alongamento,
enrijecimento e desenovelamento parcial da dupla hélice do DNA. Consequentemente, 0
esqueleto do DNA perde sua estrutura helicoidal regular, e os angulos de tor¢do envolvendo
0s grupos acucar-fosfato sdo alterados para acomodar o ligante aromatico, causando a
separagdo dos pares de bases no sitio de intercalacdo (WHEAT, et al., 2007).

Dessa forma, as alteracOes estruturais promovidas pela interagcdo das bases do DNA e
0 intercalante desempenham um papel importante, prevenindo a replicagdo do DNA, e
consequentemente inibindo o répido crescimento de células cancerosas, quando utilizado no
tratamento terapéutico. Na Figura 5 sdo exemplificados alguns nucleos de intercaladores
classicos (WHEATE, et al., 2007).
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Figura 5- Estruturas de nacleos classicos que interagem via intercalagao.
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Fonte: adaptado de WHEATE, 2007.

b) Interacdo nos sulcos (groove): envolve a interacdo direta do ligante com as bases
nitrogenadas, tanto pelo sulco maior quanto pelo sulco menor (Figura 4). O sulco menor
resulta da depressdo entre as duas cadeias complementares, e por possuir um sitio de ligacdo
menor (0,6 nm), estd susceptivel ao ataque de pequenas moléculas. Enquanto que o sulco
maior resulta da depressdo existente entre os giros adjacentes da hélice, e devido ao seu
tamanho (1,2 nm) oferece facil acesso a ligantes volumosos (Figura 4) (POLICARPI, 2008;
KHAN, et al., 2012).

Os sulcos (groove) sdo importantes porque deixam livres superficies para a interagdo
entre 0 DNA e as proteinas (MURRAY, et al., 2003). Estes sulcos diferem significativamente
no potencial eletrostatico e nas caracteristicas da composi¢do das bases. Nesse tipo de ligacéo,
algumas moléculas interagem com o sulco menor do DNA por ligacdo de Van der Waals e de
hidrogénio. Normalmente, as ligagbes no sulco menor, tém vérios anéis aromaticos (néo
condensados), tais como pirrol, furano ou benzeno, unidos por ligagbes que possuem
capacidade de tor¢do, facilitando a promogdo de interagdes de Van der Waals. Além disso,
esses compostos podem formar ligacbes de hidrogénio preferencialmente com as bases
adenina e timina (HAQ, 2002; ZHANG, HUANG, 2007). Alguns ligantes classicos que
apresentam interacao via groove sdo berenil, Hoechst 33258, netropsina, distamicina e DAPI

cujas estruturas estdo apresentadas abaixo (Figura 6) (SALVIA, 2013).
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Figura 6- Estruturas de ligantes que interagem preferencialmente via groove.
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Fonte: adaptado de SALVIA, 2013.

c) Ligacdo externa (eletrostatica): ocorre entre as espécies catidnicas e os grupos fosfatos
carregados negativamente presentes no DNA (para uma condi¢cdo de pH fisioldgico). Este
mecanismo de interacdo ocorre ao longo do exterior da hélice (Figura 4). Assim, pode-se
observar gue tanto a intercalacdo quanto a ligacdo nos sulcos (groove) estéo relacionados com
a parte mais interna da dupla hélice do DNA, enquanto a ligacao eletrostatica esta associada
com interacdo fora do sulco ou na superficie da molécula de DNA (parte externa) (REHMAN,
2015b).

1.3 Importancia de estudos de interagdo DNA-ligante

O é&cido desoxirribonucleico (DNA) desempenha um papel importante nos processos
bioldgicos, pois é responsavel pelo transporte do cddigo genético, onde estdo contidas todas
as informacGes necessérias para a sintese das proteinas e enzimas, por meio dos processos de
traducéo e transcricdo (KOOLMAN, ROEHM, 2005).

Estudos sobre o mecanismo de ligacdo de pequenas moleculas com o DNA foram
identificados como um dos principais temas durante os ultimos anos (GUO, et al., 2011;
SHAHABADI; MOGHADAM, 2012; DORRAJI; JALALI, 2013; ZHAO, et al., 2014;
HASSAN; RAUF, 2015). Dentro deste contexto geral, as interagdes DNA-ligante visando a
obtencdo de farmacos sdo de particular importancia, pois o DNA constitui o alvo intracelular

para uma vasta gama de medicamentos, visto que, moléculas pequenas podem interagir com
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proteinas associada ao DNA, hibridos de DNA-RNA e diretamente com a dupla hélice do
acido nucleico (RAUF, et al., 2005).

Assim, como mostra a Figura 7a estudos envolvendo a selecéo e avaliacdo de drogas
que tem o DNA como alvo bioldgico sdo de suma importancia. O ligante modelo ao interagir
com a biomolécula forma um complexo supramolecular, o qual pode interferir na atividade de
varias enzimas e proteinas fundamentais na manutencdo da estrutura e funcdo celular. Por
consequéncia, conhecimentos nessa area fornecem informacfes estratégicas para a
compreensdo do mecanismo de acdo de novos farmacos em nivel molecular, podendo levar ao
desenvolvimento de medicamentos mais eficazes para o controle e até mesmo, a cura de
diversas patologias (REHMAN, et al., 2015b).

Segundo Shahabadi e Hadidi (2012) as mutacGes genéticas ddo origem a diferentes
doencas, assim como podem alterar a eficacia de medicamentos que tem o DNA como alvo.
Nesse contexto, a descoberta dos mecanismos celulares para reparagéo de erros provenientes
da divisdo celular, da exposicdo a moléculas reativas e a radiacdo (como a radiacdo UV)
concedeu 0 Prémio Nobel da Quimica de 2015 ao sueco Tomas Lindahl, ao americano Paul
Modrich e ao turco Aziz Sancar por terem mapeado e explicado como a célula repara 0 DNA
que a contém e preserva sua informacao genética. Assim, quando esses mecanismos de reparo
falham, a informacdo genética muda rapidamente e o risco de desenvolver doencas (cancer,
por exemplo) aumenta. Essa instabilidade genética faz com que o DNA das células
neoplasicas seja suscetivel a mutacdes, que as tornam mais resistentes aos tratamentos. Por
outro lado, essas células ainda dependem dos mecanismos de reparacdo parcial, do contrario
seu DNA seria muito danificado e a célula morreria. Dentro desta l6gica, justifica-se a
pesquisa por novos farmacos contra o cancer (Nobel Prize, 2015).
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Figura 7- a) Etapas do processo de acdo de farmacos tendo DNA como alvo bioldgico até a cura
de diversas patologias; b) Mecanismo de resisténcia do DNA a farmacos em fungao de processos
de mutacao.
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Dessa forma, também € necessario que seja compreendido o mecanismo de resisténcia
desses farmacos utilizados no controle de diversas neoplasias, uma vez que, constitui um
problema responsavel pelo insucesso do tratamento (por exemplo, na quimioterapia). O
processo de resisténcia pode ocorrer antes do tratamento com o farmaco (resisténcia primaria)
ou pode se desenvolver ao longo do tempo ap6s a exposicdo (resisténcia adquirida). Neste
ultimo caso, por exemplo, pode ocorrer resisténcia a multiplas drogas, que consiste na
auséncia de resposta aos quimioterapicos, tanto o que foi utilizado inicialmente, quanto aos
outros empregados como alternativa, sem semelhanca estrutural ou farmacologica ao inicial
(HUBER; MARUIAMA; ALMEIDA, 2010). A resisténcia a multiplas drogas pode estar
relacionada a uma série de fatores, ainda ndo compreendidos, como aspectos relacionados a
farmacocinética e metabolismo, modifica¢cbes nas biomoléculas-alvo (mutagdo do DNA),
aumento na reparacdo do DNA e incapacidade de sofrer apoptose. Assim, algumas células que
possuem resisténcia levam a reducdo da afinidade do farmaco pelo alvo bioldgico, formando

um complexo supramolecular fraco (Figura 7b), isso contribui para que ndo haja alteracfes



28

nos perfis de atividades das proteinas e enzimas, e, por conseguinte, ndo levando a cura das
doengas (PAXTON, 2012).

Portanto, a concepcdo de novos e promissores medicamentos para uso clinico é
constante no meio cientifico, visto que existe necessidade da introducédo de novos farmacos e
tratamento em comparacdo aos que ja existem, seja pela falta de eficiéncia ou alto nivel de

toxicidade dos mesmos.

1.4 Técnicas empregadas para o estudo da interacdo DNA-ligante in vitro

Para o estudo do mecanismo de interacéo entre os ligantes e 0 DNA, podem ser usadas
técnicas instrumentais, como: UV-visivel, fluorescéncia molecular, eletroquimica, ressonancia
magnética nuclear (RMN), microscopia de forca atbmica (MFA), calorimetria, infravermelho
(IV), medidas de viscosidade, dicroismo circular, espectrometria de massas, eletroforese
(capilar e em gel), espectroscopia Raman e difracdo de raios-X. Adicionalmente, podem ser
obtidas informacOes através de estudos tedricos como docking e dindmica molecular. Essas
técnicas e estratégias tém sido utilizadas como importantes ferramentas para caracterizar a
natureza do complexo supramolecular formado DNA-ligante e os efeitos da interacdo sobre a
estrutura do DNA (SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013). Nesse sentido, a Tabela 1
apresenta algumas informacdes que podem ser obtidas através dessas técnicas e estratégias.
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Tabela 1- Informagdes, parametros e comentarios gerais sobre as principais técnicas para avaliacdo da formagdo do complexo DNA-ligante.

Continua
Técnica / Informacdes A L. . .
Estratégia Ouali, Quanti. Parametros Comentarios gerais Referéncias
Komorowska; Olsztynska-
Avaliagdo  sobre  formagdo  de Simplicidade, baixa sensibilidade e seletividade. Para Janus, 2_011; .
complexo . R - Jaumot; Gargallo, 2012;
. L avaliagdo do modo de ligacdo é necessario desnaturar a dupla . )
UV-Vis X X Constante de ligacéo - . i N Jangir, et al, 2012;
A L fita de DNA (desnaturagdo térmica), logo ndo fornece '
Parametros termodinamicos informagdes sobre 0 modo de ligagdo de forma direta Rehman, et al, 2015b;
Mecanismo de quenching ¢ gag ' Sirajuddin; Ali; Badshah,
2013; Barra; Netto, 2015.
Mecanismo de quenching (se houver) Yakimehuk, . 2,011;
Constante de ligagio o _ o Komorowska; Olsztynska-
A . i L Elevada sensibilidade. Grande faixa de concentracdo linear. Janus, 2011;
Fluorescéncia Numero de sitios de ligagédo L . ~ A - .
X X A JaT o Seletividade. Ligante pode ou ndo apresentar fluorescéncia Jaumot; Gargallo, 2012;
molecular Parametros termodinamicos e cinéticos ~ : . !
VRIS (caso ndo seja fluorescente, deve-se utilizar sondas). Rehman, et al., 2015b;
Distancias intermoleculares oL C
Modo de ligacio Sirajuddin; Ali; Badshah,
2013; Barra; Netto, 2015.
O ligante ndo necessita ser eletroativo, podendo trabalhar com
Constante de ligacao sensor de DNA (pH ~ 4,5), ndo mimetizando as condices Komorowska; Olsztynska-
. Modo de ligacéo fisiol6gicas. Apesar do procedimento ser rapido, ao se utilizar Janus, 2011; Rehman, et al.,
Métodos A S ; p L . . . i A ;
eletroquimicos X X Parar_netNros cinéticos blosgn_sqr, € necessario pro_du2|-lo para cada Ilgante_ diferente. 2015b; Sirajuddin;  Ali;
Avaliacdo de processos redox Possibilita indicar quais as bases que interagem, Badshah, 2013.
Reversibilidade ou ndo do processo preferencialmente com os ligantes avaliados, bem como
avaliar espécies em seus diferentes estados de oxidag&o.
Epitopo do ligante Determina o epitopo do ligante no processo de interagdo. As  Yakimchuk, 2011;
Ressonéancia X X Constante de ligacéo informacdes podem ser obtidas em diferentes temperaturas, Jaumot; Gargallo, 2012;
magnética nuclear Modo de ligacdo solventes, valores de pH e forca ibnica. Alto custo. Necessita Rehman, et al., 2015b;
Parémetros termodindmicos de concentracBes altas e solventes deuterados. Os ligantes Wanunu; Tor, 2012.
avaliados devem apresentar boa solubilidade em agua.
Microscopia de X Mudancas na morfologia do DNA Necessita de altas concentragGes tanto do DNA quanto do Garcia, et al., 2010;
forca atbmica durante o processo de interacdo ligante. Utiliza-se plasmideo, pois ndo permite a avaliagdo Rehman, et al., 2015b;
com DNA que possua uma menor quantidade de bases.
Parametros termodinamicos . A - .
N Baixa taxa de transferéncia e sensibilidade. Necessita de .
Estudos X X Constantede ligagao; grandes volumes de amostra e DNA. A solubilidade dos Rehman, et al., 2015b;

calorimétricos

Numero de sitios e modo de ligacéo

ligantes em agua é uma limitac&o.

Wanunu; Tor, 2012.
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Conclusdo

Amostras podem ser analisadas em diferentes estados de

Rehman, et al., 2015b;

Infravermelho X Conformacdo do DNA agregacdo, como solldgs_ ou em solugao; Pequenas Barra: Netto, 2015
quantidades de amostra. Rapido e de facil execucao.
. . . . ~ Rehman, et al., 2015b;
\l)/ilsgc:(sj%sagg X Modo de ligacio :?]a]lgcr)n ;ugg)s. l:ljz::ii;?il\tlzsde baixas concentragdes, gera apenas Sirajuddin: Ali: Badshah,
Goes g : 2013; Wanunu; Tor, 2012,
Distorcdes na estrutura do DNA j:zn;?t; S{arge;lllo, 285
Dicroismo circular X Conformacéo do DNA Alta sensibilidade. Elevado tempo de aquisi¢do dos espectros. arr, B !
Rehman, et al., 2015b;

Modo de ligacéo

Wanunu; Tor, 2012..

Espectrometria de
massas

Estequiometria do complexo
Constante de ligacéo
Modo de ligacéo

Répido e com alta sensibilidade. Permite determinar
seletividade o ligante frente a varios alvos. Pequenas
quantidades de amostra. Pode-se utilizar diferentes ligantes
simultaneamente. Técnica destrutiva. Comumente apresenta
como limitacdo o uso de fragmentos de DNA com poucas
bases.

Jaumot; Gargallo, 2012;
Rosu; Pauw; Gabelica,
2008; Wanunu; Tor, 2012.

Capilar X X
Eletroforese

Modo de
ligacdo

ligacdo e constante de

Simplicidade,  contudo, baixa  reprodutibilidade e
sensibilidade. Em alguns casos, o uso da eletroforese capilar é
restrito ao emprego de fragmentos de DNA.

Jaumot; Gargallo, 2012;

Araya, et al., 2007

Gel X Modo de ligacéo
Espectroscopia I\D/I;S?n?ii:gagizis as  bases  que Répido e apresenta alta sensibilidade. Necessita de pequenas
P P X g g quantidades de amostra. Espectros sdo registrados utilizando Jangir, et al., 2012;

Raman

interagem preferencialmente com os
ligantes.

agua como solvente.

Difracdo de raios-X X

Modo de ligacdo

Estrutura tridimensional do complexo
Localizacdo e orientacdo do DNA
Conformacdo do DNA

Solugdes e comportamento de moléculas em solugdo nédo
podem ser examinados. Limitada a obtengdo de cristais em
condices de difratar a luz.

Yakimchuk, 2011; Garcia,
et al., 2010; Wanunu; Tor,
2012.

Docking molecular X X

Energia de ligacéo

Alteracdo na conformacéo do ligante
Estrutura espacial do complexo
Modo de ligacdo

Considera estrutura rigida. Considera 0 vacuo como meio.
N&o considera efeito do solvente e grau de protonacdo das
moléculas.

Rehman, et al., 2015b.

Fonte: elaborado pela autora, 2016.
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Neste trabalho, foram utilizadas as técnicas espectroscépicas de absor¢do no UV-
visivel, fluorescéncia molecular e docking, para avaliacdo da interacdo de compostos
bioativos e o ctDNA (Calf Thymus). Essa avaliacdo possibilitou o calculo dos valores das
constantes de interacdo, numero de sitios de ligacdo (estequiometria), parametros
termodindmicos, além de caracterizar o modo de ligacdo dos compostos avaliados com o
DNA. Assim, algumas técnicas mais comumente empregadas nos estudos de interacdo
macromolécula-ligante sdo descritas abaixo, considerando o0s principais aspectos das

informacdes que podem ser obtidas quanto a interacdo entre 0 DNA e os ligantes in vitro.

1.4.1 Espectroscopia no UV-visivel

A espectroscopia de absor¢cdo no UV-visivel é uma das técnicas mais simples e
amplamente utilizada na avaliacdo tanto da estabilidade do DNA quanto sua interacdo com
ligantes (REHMAN, et al., 2015a). No entanto, essa técnica nao fornece informacdes precisas
quando ligante e macromolécula absorvem radiagdo na mesma regido. Como as medidas sao
baseadas na atenuacdo da radiacdo eletromagnética pela espécie absorvente, caso ligante,
DNA e complexo formado apresentem comprimentos de onda de méaxima absor¢do proximos,
uma espécie pode influenciar na obtencdo do sinal analitico da outra, causando interferéncia
espectral e imprecisdo nas medidas realizadas. Neste sentido, a aplicacdo da técnica no UV-
Vis para avaliacdo da interagdo de ligantes com DNA mostra variagdes mais acentuadas
guando o ligante absorve preferencialmente no visivel.

O espectro de absorcdo do DNA mostra uma banda caracteristica na regido do UV
com comprimento de onda de méxima absorcdo (Ams) em 260 nm, relativo aos grupos
cromoforos das purinas (adenina e guanina) e pirimidina (citosina e guanina), 0os quais sdo
responsaveis pelas transicdes eletronicas. Esta técnica permite a determinacdo da
concentracdo molar do DNA utilizando a lei de Beer, por meio da medi¢do do valor de
absorvancia em 260 nm. Para avaliar a pureza do DNA, emprega-se a razdo das absorvancias
Aol Azgo 0U AggolAzszo, ONde a proporgéo deve estar no intervalo 1,8-2,0 para assegurar DNA
suficientemente livre de proteinas ou compostos usados no processo de purificacdo ou
conservacdo, como fenol, por exemplo (SAVARIZ, et al., 2014).

O estudo da interacdo pode ser realizado empregando espectroscopia no UV-vis em
funcéo das alteragOes nas propriedades de absor¢éo do ligante ou do DNA. Um modo simples
de avaliar se existe qualquer interacdo entre 0 DNA e o ligante se da pelo monitoramento da
absorvancia da solucdo contendo DNA livre e na presenca do ligante (ligado). Quando se
observa deslocamento no valor do Ans comparando-se 0 DNA na auséncia e presencga do

ligante € indicativo que houve interacdo, contudo, aspectos relacionados a concentracdo de
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cada espécie, assim como a magnitude do deslocamento devem ser considerados (JAMOUT;
GARGALLO, 2012; WEI; WANG; ZHANG, 2010; SUN, et al, 2011).

Nesse contexto, pode-se também inferir se ocorreu a formacdo de complexo
supramolecular entre a biomolécula e o ligante, com base nos deslocamentos dos maximos de
absorcdo. Desta forma, € avaliado se o somatorio das absorvancias das solucGes dos ligantes
de interesse (Acomposto) € da solugdo de DNA (Apna) séo diferentes do valor de absorvancia da
solucéo contendo as duas espécies (Acomposto-DNA), OU S€ja: Acomposto + ADNA # Acomposto-DNA.
Quando isto se confirma € indicativo da formacdo de complexo ligante-DNA em virtude da
ndo observancia do efeito aditivo da lei de Beer, implicando que o complexo formado
apresenta coeficiente de absortividade molar (maior ou menor) que os compostos isolados
(Wu, et al., 2011).

Uma vez que o DNA apresente interacdo com o ligante, pode-se fixar uma das
espécies e variar a concentracdo da outra no meio, realizando-se uma titulacdo
espectrofotométrica. Com base na variacdo da absorvancia, a constante de ligagdo com o
DNA pode ser determinada a partir da equagéo abaixo (SHAHABADI; HADIDI, 2012):

1 1 . 1 XL Equacdo (1)
A-A, A,.-A, Kb(Aw_Ao) [L]

onde A, € a absorvancia do DNA a 260 nm na auséncia do ligante, A,, é a absorvancia final
DNA-ligante, A é a absorvancia registrada em diferentes concentracbes do DNA adicionado,
[L] corresponde a concentracdo do ligante e Ky é a constante de ligacdo, que pode ser obtida
por meio do inverso do coeficiente angular do grafico 1/(A — Ap) versus 1/[DNA].

Assim, de forma geral, quando um ligante interage com o DNA e forma um complexo,
as mudancas nos valores de absorvancia e na posi¢do da banda devem ocorrer. Se 0 modo de
ligacao for intercalagdo, o orbital n do ligante intercalado pode acoplar com o orbital © dos
pares de bases de DNA, e assim diminuir a energia de transi¢do © —> n, resultando em efeito
batocrémico (deslocamento para maiores comprimentos de onda em relagdo a0 Amax). Por
outro lado, a intercalacdo envolve forte interacdo entre o cromoforo aromatico e os pares de
bases do DNA, uma diminui¢cdo do coeficiente de absortividade molar (€) ird acarretar em
efeito hipocromico (MOHAMADI, et al., 2015).

Segundo Shahabadi e colaboradores (2012) alteracBes na estrutura da dupla hélice do
DNA levam a diferentes mudancas espectrais. Assim, de forma geral, a estabilizacdo da
estrutura secundaria do DNA, por meio de ligacdo eletrostatica ou intercalacdo conduz a um
efeito hipocromico (diminuicdo da absortividade molar), enquanto a desestabilizacdo por
meio da desnaturacdo térmica, por exemplo, resulta em efeito hipercrdmico (aumento da

absortividade molar).
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1.4.1.1 Estudos de desnaturacao térmica

A estabilidade do DNA ao interagir com moléculas pequenas € facilmente estudada
utilizando a medicdo da absor¢do UV-visivel em funcdo da variagdo da temperatura. As duas
fitas de DNA sdo mantidas juntas, principalmente, pelas interacbes de empilhamento e
ligacGes de hidrogénio conferindo estabilidade a dupla hélice, como ja mencionado. Porém,
quando a dupla hélice do DNA é exposta a agentes desnaturantes, ocorre um enfraquecimento
das vérias forcas de ligacdo, e a dupla hélice separa-se em duas fitas simples que se encontram
em conformagdo espiral aleatdria. Nesse caso, a interacdo entre as bases sera reduzida,
aumentando a absorcdo da radiacdo eletromagnética da solucdo de DNA (Figura 8a), visto
gue as bases encontram-se na forma livre e ndo formam ligac6es de hidrogénio com as bases
complementares. Como resultado, a absorvancia para o0 DNA de cadeia simples é cerca de
40% maior do que para 0 DNA de cadeia dupla a mesma concentracdo. Além disso, o efeito
hipercromico surge principalmente devido a presenca de cations que se ligam ao DNA por
meio de atracdo eletrostatica com os grupos fosfato, causando danos gerais para a estrutura
secundéria da biomolécula (ARJMAND, JAMSHEERA, 2011).

Figura 8- Perfil espectral do DNA em funcéo da temperatura. a) Espectro de absor¢do do DNA a
28°C (DNA /Watson-Crick) e 85 °C (separacao das fitas); b) Curva de desnaturacéo do DNA.
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Fonte: adaptado de NAKAMOTO; TSUBOI; STRAHAN, 2008.

Estudos de desnaturacdo térmica sdo geralmente realizados para elucidar o modo de
ligagdo de moléculas pequenas com o DNA. Com aumento da temperatura do meio, a dupla
hélice do DNA é desnaturada com geragdo de cadeias simples. Este fato leva a alteracdo da
absorvancia da solucdo (Amsx = 260 nm). A temperatura na qual 50% do DNA se encontra
como fita dupla e 50% na forma de fita simples ¢ denominada como temperatura de

desnaturacdo (Ty,) e estd fortemente relacionada com a estabilidade da estrutura dupla heélice
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(Figura 8b). O valor de Ty, varia conforme alguns fatores como percentual de bases CG, pH,
forca i0nica, concentracdo de solventes organicos, tipo de tamp&o, entre outros
(NAKAMOTO; TSUBOI; STRAHAN, 2008). Para avaliar o modo de ligacdo de pequenas
moléculas com o DNA, calcula-se 0 T, na auséncia e na presenca do ligante, empregando a

seguinte equacgéo:

¢ LA-A
SS Af-AO

Equacao (2)

onde fs corresponde a fracdo de DNA como fita simples, A e Ao representam os valores de
absorvancia maximo (DNA em fita simples) e minimo (DNA em fita dupla) a 260 nm,
respectivamente (SHEN, et al., 2011). A temperatura de desnaturacdo do DNA (T,) foi
definida quando fs corresponde a 0,5. Dessa forma, o valor de T, pode ser obtido
representando graficamente f versus a temperatura.

Quando o modo de interacdo com DNA € intercalacdo, ocorre um aumento na
temperatura de desnaturacdo do DNA acima de 5°C (AT, > 5) (SUN, et al., 2014). Esta
variacdo positiva no valor de Ty, é atribuido ao aumento da estabilidade da dupla hélice do
DNA devido a intercalacdo do ligante no interior da cadeia. No entanto, quando a molécula
ndo interage por intercalacdo ndo é observado aumento no valor de T, (SARWAR, et al.,
2015).

1.4.2 Espectroscopia de fluorescéncia molecular

A espectroscopia de fluorescéncia molecular € uma das técnicas mais comumente
utilizadas nos estudos de interacdo entre ligantes e 0 DNA. As vantagens da fluorescéncia
molecular comparada as demais técnicas espectroscopicas, sao a sua alta sensibilidade, a
grande faixa de concentracdo linear, seletividade, além de suas medidas serem relacionadas ao
ligante livre, tratando-se de uma medida direta da espéecie livre ou complexada, sem
interferéncia espectral. Em geral, os ligantes que contém grupos funcionais (poli)aromaticos
possuem intensa fluorescéncia, em comparagdo com pequenas moléculas que possuam em sua
estrutura radicais derivados de hidrocarbonetos alifaticos, carbonilas ou compostos altamente
conjugados ndo aromaticos. Uma vez que o DNA néo apresenta fluorescéncia, as mudangas
no sinal de fluorescéncia sdo relacionadas ao ligante livre ou do complexo formado com o
acido nucléico (REHMAN, et al., 2015b).

Assim, os estudos relacionados a variacdo da intensidade do sinal em funcdo de
titulagcBes fluorimétricas podem fornecer informagdes, como: o mecanismo de quenching

(dindmico, estatico ou ambos), nimero de sitios de ligacdo (estequiometria), constantes de
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ligacdo (Kp), parametros termodinamicos (AH, AS e AG), tipos de forgas intermoleculares
envolvidas no processo de interacdo e 0 modo de ligacdo preferencial (ZHAO, et al., 2014).
Ressalta-se que o mecanismo de quenching s6 € considerado quando ocorre reducdo da

fluorescéncia, em muitos casos, a adicdo de DNA pode levar ao aumento do sinal.

1.4.2.1 Mecanismo de quenching

O proceso de quenching associado a fluorescéncia fornece evidéncias de interacfes
moleculares. Segundo Wang e colaboradores (2015), quenching refere-se a qualquer processo
em que ocorre a diminuigdo na intensidade de fluorescéncia de uma espécie, podendo ocorrer
por varios mecanismos, como reacfes no estado excitado, rearranjos moleculares,
transferéncia de energia, formacao de complexo no estado fundamental e extin¢ao por coliséo.
A espécie que fornece um caminho ndo radioativo para desativacdo do fluordforo é
denominada quencher, isto €, ao entrar em contato com o fluor6foro no estado excitado essa
espécie o desativa inibindo a emissdo de fluorescéncia (LAKOWICZ, 2006). Nesse trabalho,
a molécula que funciona como quencher (quando houver) é o DNA, visto que este ndo
fluoresce, e em solucdo com os ligantes avaliados leva a diminuicdo do sinal analitico.

Existem varios mecanismos relacionados ao processo de quenching, os principais, sao:
quenching dindmico (colisional) ou estatico, porém em alguns casos, ambos 0s mecanismos
podem ocorrer. Esquematicamente, esses mecanismos podem ser representados como
transferéncia de energia a partir de uma espécie excitada (F') e uma espécie quencher (Q),
que podem levar a desativacdo do fluordforo (F) no estado fundamental ou excitado
(MOLINA-BOLIVAR, et al., 2014).

Dessa forma, quenching dinamico refere-se a um processo em que o fluoréforo no
estado excitado entra em contato com a espécie quencher durante a existéncia do estado
excitado, ocorrendo choque entre ambos, resultando na desativacdo radioativa do fluoréforo.
Apdbs a colisdo, ocorre transferéncia de energia do fluor6foro no estado excitado para a
espécie quencher, levando assim a uma diminuicdo do sinal de fluorescéncia (Figura 9a e 9b).

Enquanto no quenching estéatico, o fluoréforo no estado excitado entra em contato com
0 quencher, levando a formagdo de um complexo nédo-fluorescente (F—Q) no estado
fundamental, resultando na desativacdo radioativa do fluordforo, liberacdo de calor e
consequentemente reducdo no sinal analitico (Figura 10a e 10b) (MOLINA-BOLIVAR, et al.,
2014).
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Figura 9- Representacdo do processo de quenching dinamico ou colisional. a) Niveis de energia
(diagrama de Jablonski) para o processo de quenching dindmico. b) Representacao genérica de
um sistema na auséncia (1) e presenca de um quencher Q (2).
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Fonte: DANTAS, 2015.

Figura 10- Representacé@o do processo de quenching estatico. a) Niveis de energia (diagrama de
Jablonski) para o processo de quenching estatico. b) Representacédo genérica de um sistema na
presenca de um quencher Q.
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O efeito quantitativo da presenca de agentes desativadores na fluorescéncia
(quenching) medida pode ser observado pela equacdo de Stern-Volmer (Equagéo 3), a qual
indica a sensibilidade dos ligantes frente a sua interacdo com o DNA, em fun¢édo do sinal
analitico diminuir na presenca de um agente supressor (ALBANI, 2007).

F F .

F" =1+K,7,[Q] ou FO =1+ K, [Q] Equacdo (3)

onde, Fo e F sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenca do ligante,
respectivamente; K € a constante de velocidade de quenching bimolecular difusional (2,0x

10" L mol™ s%), 7o é o tempo de vida médio (102 s), [Q] é a concentracéo do ligante que
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atua como quencher (DNA) e Ksy € a constante de quenching, que pode ser obtida por meio
do coeficiente angular do gréafico Fo/F versus [Q].

De acordo com Rehman e colaboradores (2015b), a avaliacdo do tipo de quenching
pode ser realizada a partir do estudo por UV-Vis ou por meio de experimentos em diferentes
temperaturas, calculando-se os valores das constantes (Ksy). Por UV-Vis avalia-se 0s
espectros de absorcdo do DNA, do ligante livre e do complexo formado, onde se verifica as
mudancas que ocorrem na presenca e auséncia do DNA. Caso 0 mecanismo de quenching seja
dindmico ndo sdo esperadas mudancas no espectro molecular de absor¢cdo no UV-Vis do
complexo (Acomplexo = Acomposto + Apna), Visto que o quenching dindmico afeta somente o
estado excitado, e ndo o estado fundamental. No entanto, caso 0 quenching seja estético,
havera mudancas nos perfis e na intensidade dos respectivos espectros (WU, et al., 2011).

Por meio de experimentos de fluorescéncia molecular (titulacdo), sdo avaliados o0s
valores de Ksy, quando este valor aumenta em funcdo do aumento da temperatura € indicativo
de quenching dindmico, visto que em temperaturas mais altas ha um maior coeficiente de
difusdo, e por consequéncia, um maior nimero de choques entre o ligante fluorescente e o
guencher (DNA). Quando os valores de Ksy diminuem com o aumento da temperatura é
indicativo de quenching estatico, uma vez que desestabiliza o complexo DNA-ligante
(ZHANG, et al., 2009).

1.4.2.2 Constantes de ligagéo (Kp)

Além da constante de Stern-Volmer também € possivel calcular o valor da constante
de ligacdo (Kp) e determinar o numero de sitios de ligacdo, isto €, a estequiometria do
complexo supramolecular formado. Nesse sentido, existem algumas equacg6es que relacionam
a variacdo da intensidade da fluorescéncia do complexo com o aumento da concentracdo do
DNA. A Tabela 2 apresenta uma compilacdo das principais equagdes utilizadas na literatura

com suas respectivas caracteristicas.
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Tabela 2- Principais equacdes para calcular a constante de ligacao (Kp).

Descricdo matematica Caracteristicas Equacao Referéncias

i. Usada na forma logaritmica;

ii. Emprega a concentragéo total @) Mohamadi, et al.,

do ligante quando deveria usar a 2015

concentracdo na forma livre.

i. Usada na forma linear;

; ii. Emprega a concentragdo livre

L _ do ligante;

C, Ky(2-nr) iii. Necessario a saturagdo do ®) Dar, etal., 2013
sistema, para se calcular a
concentracdo do complexo.

i. Usada na forma ndo-linear;
(n-1) ii. Emprega a concentracdo livre
r_ 1-nr do ligante;
c Ky (1-nr) {1(nl)r} iii. Necessaria a saturacdo do
f sistema, para se calcular a
concentragdo do complexo.

i. Usada na forma logaritmica;

ii. Emprega a concentragéo total

do ligante e da macromolécula; @) Sun, et al., 2014

iii. Apresenta resultados

0 similares a equacao (3).
i. Usada na forma linear;
1 1 ii. Emprega a concentragdo total
=t da macromolécula; (8) Choi, et al., 2006
Fo K,RI[DNA] iii. Ndo fornece o nimero de
sitios de ligacdo (n).
1 1 1 i. Usada na forma linear;

—= + ii. Ndo fornece o ndmero de ) Rllancht_elizag(;m
AF K, (F-F)[DNA] (F-F) sitios de ligagdo (n). amara,

(Fo - F)
lo
9

=logK, +nlog[DNA]

(6) Islam, et al., 2015

Fo-F _ nlogK . +nlo !
F o709 R- FIL,

log
[DNA], -

F,-F

Fonte: elaborado pela autora, 2016.

Nas equacdes listadas da Tabela 2, K, é a constante de ligacdo, n 0 nimero de sitios
de ligacdo, Fo e F sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenca do ligante,
respectivamente. [L] é a concentracdo do ligante, C¢ é a concentracdo livre do ligante e r
corresponde a razdo molar do ligante em relacdo ao DNA. As caracteristicas dessas equacfes
devem ser levadas em consideracdo na sua escolha para calcular a constante de ligacdo nos

estudos de interagdo macromolécula-ligante.

1.4.2.3 Modo de ligagéo

A espectroscopia de fluorescéncia molecular € frequentemente usada para determinar
0 modo de ligacdo do ligante ao interagir com DNA por meio de alguns ensaios que se
baseiam nas propriedades de emissdo do ligante na auséncia e na presenca do DNA. Assim, 0
modo de ligacdo foi proposto de acordo com duas estratégias: avaliacdo do efeito de
quenching do Kl e competicdo com sondas (REHMAN, et al., 2015a; SARWAR, et al.,
2015).
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1.4.2.3.1 Ensaio com iodeto de potassio (KI)

O ion iodeto é capaz de promover o quenching dindmico de moléculas fluorescentes em
solucdo. Contudo, o ligante deve estar acessivel para que ocorra a interagdo com o ion iodeto.
Desta forma, emprega-se como critério a comparacdo do valor da constante de Stern-Volmer
(Ksv), que indica a acessibilidade do ion iodeto ao fluoréforo, na auséncia e presenca de
DNA. A intercalacdo de ligantes na dupla hélice do DNA impede que o inibidor aniénico
tenha acesso ao fluoroforo, levando a uma diminuigdo do valor de Kgy na presenga do DNA.
No entanto, quando o modo de ligacdo se da, preferencialmente, via groove ou eletrostatico,
os ligantes estdo mais acessiveis ao ion iodeto circundante, assim a probabilidade de colisdo
entre a molécula pequena e o anion iodeto é facilitada tanto na auséncia quanto na presenca de
DNA. Dessa forma, os valores de Ksy na presenca de DNA tendem a ser maiores, uma vez
gue existe uma quantidade maior do ligante livre em solucdo (LING et al., 2008; REHMAN,
etal., 2015b).

1.4.2.3.2 Ensaios de competigéo

Os ensaios de competicdo sdo comumente utilizados para inferir sobre o modo de ligacéo
DNA-ligante. Nesses experimentos sdo empregados ligantes que possuem seu modo de
ligacdo bem estabelecido, como brometo de etidio e acridina orange (sondas para
intercalacdo) e Hoechst 33258 e DAPI (sondas para groove).

O brometo de etidio (EB) é amplamente utilizado como sonda de fluorescéncia que se liga
ao DNA via intercalagdo, apresentando na forma livre baixa emissédo de fluorescéncia,
contudo quando o mesmo intercala com DNA, ocorre um aumento consideravel da
intensidade de fluorescéncia. A presenca de um ligante com mesmo modo de ligacdo com
DNA no sistema pode levar ao deslocamento do EB intercalado, e por consequéncia conduz a
uma diminuicdo na intensidade de fluorescéncia, pois parte do EB estaria na forma livre (ndo
intercalada) (SAVARIZ, et al.,2014). O grau na reducdo do sinal de fluorescéncia pode ser
usado para determinar a magnitude da intercalagdo entre a macromolécula e o ligante. No
entanto, os ligantes que se ligam preferencialmente via outro mecanismo de ligagdo (groove
ou eletrostatico), ndo provocam efeito algum sobre o sinal analitico do complexo formado
entre DNA-EB. Acridina orange (AO) também ¢ utilizada nos ensaios de competicdo,
apresentando comportamento similar ao EB (REHMAN, et al., 2015b).

Além disso, esses ensaios podem ser realizados usando sondas que se ligam via groove ao
DNA, como Hoechst 33258 e DAPI, em que ligantes com esse mesmo modo de ligagdo séo
capazes de deslocar a sonda dos sulcos do DNA, levando a reducdo no sinal de fluorescéncia
(BASU; KUMAR, 2013), de forma similar ao descrito para o EB.
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1.4.2.4 Parametros termodinamicos

A espectroscopia de fluorescéncia, assim como outras técnicas, pode ser utilizada para
determinar parametros termodindmicos envolvidos na interagdo de ligantes com o DNA.
LigacGes de hidrogénio, forcas de van der Waals, interacdes hidrofdbicas e eletrostaticas séo
as quatro principais interacfes ndo covalentes, que desempenham um papel importante na
interacdo DNA-ligante (HAQ, 2002).

A formacéo de complexos entre ligantes e 0 DNA é estudada a diferentes temperaturas
possibilitando a determinacdo de varios pardmetros termodindmicos como variacdo da
entalpia (AH) e entropia (AS) por meio da aplicacdo da equacdo de Van't Hoff representada
abaixo:

InK, =— %[Tl} +%S Equacdo (10)

onde K, representa a constante de ligacdo, T a temperatura em Kelvin (K) e R a constante do
gas ideal (8,314472 J K™ mol™). Enquanto que o valor da energia livre de Gibbs pode ser
calculado tanto em funcdo dos valores de AH e AS (Equacdo 11), quanto pelo valor da
constante de ligacdo (Equacéo 12):

AG = AH - TAS Equacéo (11)

AG=-RT InK, Equacéo (12)

De forma geral, a intercalacdo de ligantes na dupla hélice do DNA ¢ estabilizada por
interacdes hidrofobicas e de van der Waals, enquanto que moléculas ligantes nos sulcos do
DNA interagem, principalmente por meio de intera¢cBes hidrofobicas (REHMAN, et al,
2015b).

Como critério, a interagdo por forgas eletrostaticas é dominante quando AH < 0 (ou
AH = 0) e AS > 0, enquanto que interagdes hidrofobicas sdo consideradas a principal forga
quando AH > 0 e AS > 0. Por fim, as ligagdes de hidrogénio e interacbes de Van der Waals
sdo associados com AH < 0 e AS < 0. Além disso, é possivel avaliar a espontaneidade do
processo de interacdo por meio do calculo da energia livre de Gibbs (ZHANG, et al., 2009).
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1.5 Patologias tendo como alvo bioldgico o DNA

A partir das concepgdes mais recentes sobre a estrutura do DNA, este tem sido um dos
principais alvos (Figura 6) para varias moléculas terapeuticamente importantes, que
apresentam desde atividade antitumoral até acdo como antibioticos. Nesse sentido, a seguir
serdo apresentadas algumas caracteristicas de patologias que possuem como um dos principais
alvos farmacolédgicos o DNA, dentre elas, merece destaque o cancer e algumas doengas

parasitarias como a malaria, a doenca de chagas e leishmaniose.

1.5.1 O cancer

O cancer é considerado a segunda maior causa de morte nos paises industrializados
(sendo a primeira as doencas cardiovasculares) onde uma em cada quatro pessoas adquire a
doenga e uma em cinco morrera (FONTES; CESAR; BERALDO, 2005). A palavra cancer é
originada do latim cancer e significa caranguejo, essa designacdo se deve a semelhanca entre
as pernas do crustaceo e a invasdo do tumor, que penetram nos tecidos sadios do corpo. A
definicdo cientifica de cancer refere-se ao termo neoplasia (especificamente aos tumores
malignos), utilizada para designar um conjunto de mais de 100 tipos diferentes de doengas
gue tém em comum o crescimento desordenado de células anormais com potencial invasivo.
Além disso, sua origem se da por condi¢cdes multifatoriais. Esses fatores podem agir em
conjunto ou em sequéncia para iniciar ou promover o cancer (ALMEIDA, et al., 2005; INCA,
2014).

As modificaces que causam as neoplasias podem ocorrer em genes especiais
denominados proto-oncogenes, que a principio sdo inativos em células normais. Apos serem
ativados, estes se transformam em oncogenes, responsaveis pela malignizacdo
(transformacdo) das células normais.

Estas células diferenciadas séo, entdo, denominadas cancerosas ou tumorais. Tais
células passam a se comportar de forma anormal, multiplicando-se descontroladamente.
Devido a rapida e constante multiplicacdo celular, se faz necessario que novos Vvasos
sanguineos sejam formados para nutricdo das células, em um processo denominado
angiogénese (BELIZARIO, 2002). Os tumores malignos sio o resultado da manutencio e o
acumulo de massa dessas células, que por sua vez, podem desligar-se do tumor e invadir 0s
tecidos vizinhos. Em sequéncia, pode chegar ao interior de um vaso sanguineo ou linfatico e,
por meio destes disseminar até para oOrgdos distantes do local onde o tumor se iniciou,
formando assim, as metastases (BERNARDI; JACQUES-SILVA; LENZ, 2003). As células
cancerosas sdo, geralmente, menos especializadas nas suas fungdes que as correspondentes

normais, assim, conforme as células cancerosas vado substituindo as normais, os tecidos
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invadidos perdem progressivamente suas fungées, levando a faléncia do 6rgéo ou, em casos
mais graves, a morte do enfermo (BELIZARIO, 2002).

1.5.1.1 Estimativa sobre a incidéncia de cancer no Brasil

Devido ao grande desenvolvimento do cancer no Brasil (e no mundo), esse tema ganha
relevancia pelo perfil epidemioldgico que a doenca vem apresentando, e, com isso, conquista
espaco nas agendas politicas e técnicas de todas as esferas de governo.

Nesse sentido, o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA)
merece destaque devido ao seu papel nacional no desenvolvimento de diversas ac0es capazes
de conscientizar a populacdo sobre a importancia da prevencgdo e possibilitar o controle da
doenca no pais (INCA, 2015).

H& 18 anos, o INCA fornece a sociedade brasileira estimativas de novos casos de
cancer, para prover gestores, servicos de salde, universidades, centros de pesquisa e
sociedades cientificas com informacdes atualizadas que possam subsidiar um maior
conhecimento sobre a ocorréncia da doenca na populacéo brasileira e nas suas regides (INCA,
2015). Atualmente, esta publicacdo é realizada bienalmente, onde sdo considerados 0s
principais tipos de cancer em termos de magnitude e impacto. As estimativas de 2014 s&o
validas também para 2015, as quais apontam a ocorréncia de cerca 576 mil novos casos de
cancer, incluindo os casos de pele ndo melanoma, que é o tipo mais incidente para ambos os
sexos (182 mil novos casos), seguido de prostata (69 mil), mama feminina (57 mil), c6lon e
reto (31 mil), pulmao (27 mil), estbmago (20 mil) e colo do Utero (17 mil). A Tabela 3 mostra
a distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes no Brasil que foram
estimados para 2014 por sexo, exceto pele ndo melanoma (INCA, 2014).

Tabela 3- Distribuicéo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2014
no Brasil.

HOMENS MULHERES
Localizacio priméria Casos novos  Percentual Localizacio primdria Casos novos Percentual
cdop (x1000) %) L (x1000) (%)

Prostata 688 738 Mama feminina 57.1 208
Traqueia, brénquio e pulmio 16,4 54 Colo do iitero 175 6.4
Célon e reto 151 50 Céllon e reto 156 57
Estémago 129 43 Glindula tireoide 10,9 40
Cavidade oral 113 37 Traqueia, brénquio ¢ pilmio 805 29
Esofago 801 26 Esiomago 752 2.7
Bexiga 687 23 Ovirio 590 22
Laringe 675 22 Corpo do iilero 568 21
Linfoma nfio Hodgkin 505 17 Linfoma nfio Hodgkin 485 18
Sistema Nervoso Central 496 16 Sistema Nervoso Ceniral 432 16

Fonte: adaptado do INCA, 2014.

Desta forma, diante do perfil epidemioldgico que o cancer vem demostrando, se faz
necessario conhecer os tipos de tratamento que podem levar ao controle e até mesmo a cura

da doenca.
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1.5.1.2 Tipos de tratamento do cancer

O desenvolvimento da maioria dos canceres passa por Varios estagios, que podem
ocorrer ao longo de muitos anos. Assim, alguns tipos de cancer podem ser evitados pela
eliminacdo da exposi¢do aos fatores determinantes. Caso o potencial de malignidade seja
detectado antes das células tornarem-se malignas, ou numa fase inicial da doenca, existe uma
condicdo mais favoravel para o tratamento e, consequentemente, ha maior possibilidade de
cura (INCA, 2015). Assim, os principais tipos de tratamento do cancer utilizados atualmente,
séo a cirurgia, a radioterapia e quimioterapia, sendo a cirurgia, para alguns tipos de cancer, o
tratamento inicial (DUVAL, et al., 2010).

Cirurgia e radioterapia sdo apropriadas para tratamento da doenca localizada e
regional, e pode curar nos estagios precoces do cancer. A radioterapia é um tratamento no
qual se utilizam radiagOes ionizantes (raios-x, por exemplo), de alta energia capazes de
destruir e/ou impedir que as células tumorais aumentem (VIDAL, 2008). Em geral, a
radioterapia (e cirurgia) tem papel limitado no cancer em estagios avancados, além da
possibilidade de surgirem efeitos colaterais (TRUFELLI, 2008). Por outro lado, a
quimioterapia representa uma das formas de tratamento contra o cancer de maior escolha
visando controle, paliacdo e em algumas situacdes até mesmo a cura (SAWADA, et al.,
2009).

O objetivo primério da quimioterapia € eliminar as células neoplésicas, preservando as
normais. Entretanto, a maioria dos agentes quimioterapicos atua de forma ndo seletiva,
lesando tanto celulas malignas quanto normais. Esse fator € o grande responsavel pela maioria
dos efeitos colaterais da quimioterapia: nduseas, perda de cabelo e susceptibilidade maior as
infecces. Entretanto, o corpo recupera-se destes inconvenientes ap0s o tratamento, € 0 uUSO
clinico desses farmacos exige que os beneficios sejam confrontados com a toxicidade na
procura de um indice terapéutico favoravel (MACHADO, 2000). Um fator importante para o
éxito da quimioterapia é que o tumor seja diagnosticado o mais rapido possivel com tamanho
inferior a 1cm. A quimioterapia envolve o uso de substancias citotoxicas, administradas
principalmente por via endovenosa. No intuito de atingir o maior nivel de morte celular
possivel, utilizam-se doses mais altas, porém o tratamento deve ser repetido em varios ciclos
para garantir a morte das células tumorais. O principal foco das pesquisas neste ambito
consiste na melhoria da eficiéncia da quimioterapia e, quando possivel, na combinacdo de
diversos agentes antineoplasicos, onde se tem conseguido resultados surpreendentes com
indices de cura de 75 a 90% em diversos tipos de cancer (ALMEIDA, et al., 2005;
OLIVEIRA; ALVES, 2002).
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Na Figura 11 séo apresentados compostos utilizados na quimioterapia e seus principais
alvos bioldgicos, sendo alguns deles compostos orgénicos (taxol, vimblastina e
doxorrubicina), como também, complexos metalicos (cisplatina e carboplatina). Dentre os
compostos organicos destaca-se a doxorrubicina, que € um composto derivado das
antraciclinas e tem sido usada como quimioterdpico devido a sua ampla atividade antitumoral.
De forma geral, as antraciclinas causam danos irreversiveis as células tumorais por se
intercalarem no DNA, inibirem a sintese de proteinas e produzirem espécies reativas de
oxigénio, causando a morte celular. Com o tempo, no entanto, verificou-se que a
doxorrubicina produz efeitos colaterais que se tornam cada vez mais intensos, como por
exemplo, a dilatacdo do coracdo, levando a insuficiéncia cardiaca e, em alguns casos a morte
(CAMPOS, et al., 2011).

Figura 11- Compostos utilizados no tratamento do céncer: 1) taxol; Il) vimblastina; I11)
doxorrubicina, 1V) cisplatina, V) carboplatina.

OH
(1) Taxol ( 11') Doxorrubicina
Alvo: Tubulina Alvo: DNA NH,
H3N, NH.
NG /8
AN
H3N\ /Nl—l3
P
/ \ O o
Cl Cl
( 1I1') Vimblastina (1) Cisplatina (V) Carboplatina
Alvo: Tubulina Alvo: DNA Alvo: DNA

Fonte: adaptado de FONTES; CESAR; BERALDO, 2005; ALMEIDA, et al., 2005.

Um dos complexos metdlicos mais conhecidos e eficientes como agentes
antineoplasicos no tratamento de varios tipos de tumores € a cisplatina, porém a sua utilidade
clinica esté limitada devido aos fortes efeitos colaterais (PASSOS, 2006). Uma alternativa util

é a utilizacdo da carboplatina, pois sua ligacdo com as proteinas plasmaticas € menos efetiva
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que a da cisplatina, logo sua excrecdo tende a ser mais rapida, apresenta menor toxicidade
gastrointestinal e renal, contudo, apresenta mielossupressdo (ALMEIDA, et al., 2005). A
cisplatina tem apresentado potencial terapéutico para o tratamento dos tumores do testiculo,
ovario, melanomas malignos, tumores da cabeca e pescoco e carcinomas da bexiga e pulméo,
podendo reagir com muitas estruturas celulares, tais como membranas, proteinas e RNA,
porém o principal alvo é o DNA (ANTUNES; BIANCHI, 2004).

Diante disso, fica clara a necessidade de pesquisas na descoberta de a¢Ges abrangentes
para o controle do cancer, com maior eficacia e menos efeitos colaterais. E nesse contexto que
0 desenvolvimento de novos compostos com potente atividade antitumoral vem sendo

considerado uma das principais metas dos estudos medicinais atualmente.

1.5.2 A maléria

A maléaria é uma doenca infecciosa causada por protozoarios do género Plasmodium,
gue sdo transmitidos aos seres humanos através de fémeas infectadas do mosquito do género
Anopheles. Pode ser causada por quatro espécies de parasita: P. vivax, P. ovale, P. malariae e
P. falciparum, sendo o ultimo, responsével pela forma mais grave da malaria, a cerebral, onde
na maioria dos casos é fatal. Neste caso, 0 parasita compromete progressivamente o sistema
nervoso central (SPILLMAN; KIRK, 2015; ANDERSON, 2005).

De acordo com o mais recente relatério mundial sobre a maléria da Organizacéao
Mundial de Saude (OMS), estima-se que cerca de 584 mil pessoas morreram em 2013 e
aproximadamente 3,2 milhdes estejam em risco de infeccdo (OMS, 2014).

Segundo Franca e colaboradores (2008), o tratamento da malaria é complexo, longo e
muitas vezes ineficaz. Associado a isso, 0 combate da doenca em paises endémicos €
agravado por aspectos relacionados a educacdo da populagdo de risco, controle do vetor
ineficiente e auséncia de politicas publicas efetivas. Além disso, o baixo indice terapéutico
dos antimalaricos e algumas interagdes medicamentosas restringem a aplicagéo,
comprometendo a eficacia do tratamento.

Atualmente os farmacos antimalaricos sdo baseados em produtos naturais ou
compostos sintéticos produzidos a partir da década de 40 e possuem seletividade e
especificidade a cada etapa do ciclo de vida do Plasmodium (farmacos eritrociticos,
gametociticos e esporonticidas). E importante destacar que os farmacos antimalaricos podem
atuar contra mais de uma forma do protozoario e serem efetivos contra uma espécie, porém
totalmente ineficazes contra outra, isto é, para cada espécie de plasmodio se utiliza um

medicamento, ou associa¢Ges de medicamentos, em dosagens adequadas & situagdo particular
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de cada enfermo (PIMENTEL, et al., 2007). A classificacdo dos principais antimalaricos é
baseada no seu modo de acdo, e sao divididos em dois grandes grupos:

1. O primeiro grupo inclui a quinina, as aminoquinolinas e as acridinas. A quinina faz parte da
familia das quinolinas que incluem as 4-aminoquinolinas, 8-aminoquinolinas e os alcoois
quinolinicos. Estes compostos sdo ativos contra formas eritrociticas de P. falciparum e P.
vivax. Nesse grupo merece destaque a cloroquina (Figura 12a), uma das substancias
antimalaricas mais eficazes utilizadas para a supressdo e profilaxia da malaria em muitas
regides endémicas. Considerada o farmaco de maior escolha nas Ultimas cinco décadas pela
sua facilidade no uso, baixo custo e apresentar poucos efeitos colaterais no tratamento
profilatico da doenca. Infelizmente, o uso profilatico levou a resisténcia, fazendo com que
esse farmaco se tornasse completamente inutil em algumas regides. Quanto ao mecanismo de
acao preciso das quinolinas, ainda ndo é completamente elucidado, porém existem hipdteses
que seu modo de acdo esteja associado a inibicdo da sintese de proteinas e interacdo com o
DNA (FRANCA; SANTOS; FIGUEROA-VILLAR, 2008; FOLEY; TILLEY, 1998).

Nesse sentido, novos agentes antimalaricos tém sido desenvolvidos nos altimos anos,

utilizando como referéncia o nucleo das acridinas (DEMEUNYNCK, CHARMANTRAY;
MARTELLI, 2001; JONES, et al., 2009), que assim como as quinolinas sdo conhecidas como
potentes agentes intercalantes, podendo inibir a transcricdo do DNA em parasitas
(GUETZOYAN, et al., 2009).
2. O segundo grupo inclui as pirimidinas (pirimetamina, trimetoprima) e biguanidas
(proguanil e cicloguanil) e envolve a interferéncia na sintese do &cido tetrahidrofélico,
importante cofator no processo de sintese de DNA e de aminoacidos. Nesse grupo, destaca-se
o proguanil (Figura 12b) que apresenta baixa toxicidade e vem sendo empregado como agente
profilatico. Esses farmacos antimalaricos tém sido estudados como possiveis ligantes aos
sulcos do DNA (FRANCA; SANTOS; FIGUEROA-VILLAR, 2008; MCKEEVER; KAISER;
ROZAS, 2013).

Figura 12- Agentes antimaldricos: a) cloroquina (grupo I); b) proguanil (grupo II).
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H H H
% N\H/N\H/NYCHS
HN
Y\/\N/\CH.’. /O/ NH NH CH;
Cl
CH,
€)) (b)

Fonte: adaptado de FRANCA; SANTOS; FIGUEROA-VILLAR, 2008.
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1.5.3 Doenca de Chagas

A doenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana, é
considerada uma das 17 doencas negligenciadas de acordo com a Organizacdo Mundial da
Saude. Essa doenca resulta da infec¢do do parasita intracelular Trypanosoma cruzi (familia
Trypanosamatidae) provocando alta morbidade e mortalidade na América Latina, sendo a
principal causa da cardiomiopatia infecciosa (FERREIRA, 2012; LANNES-VIEIRA, 2009).

Segundo Coura e Dias (2009), nas ultimas trés décadas a transmissdo vetorial e
transfusional da doenca foi reduzida significativamente nas regifes endémicas. Entretanto,
essa doenca ndo pode ser totalmente eliminada com os métodos atualmente disponiveis,
devido as caracteristicas epidemioldgicas. Nesse contexto, para reducdo dos indicios e maior
controle epidemiolégico, devem ser realizadas abordagens educativas, vigilancia
entomoldgica (feita rotineiramente) e desenvolvimento de novas terapias mais eficientes e
menos toxicas para eliminacdo do protozoario (ROMANHA, et al., 2010).

Atualmente, o tratamento da doenca de Chagas baseia-se no uso de quimioterapicos,
empregando exclusivamente dois compostos nitro-heterocicliclos: o nifurtimox e
benzonidazol (Figura 13a e 13b) descobertos nas décadas de 60 e 70, respectivamente
(SOUZA, et al., 2011). Ambos os farmacos apresentam eficécia terapéutica limitada, devido a
resisténcia de algumas cepas, a fase na qual a doenca se encontra, dose, duracdo do tratamento
e efeitos colaterais (PITA; PASCUTTI, 2011). Por haver diferenca na eficacia em relacdo as
cepas, o Nifurtimox, ndo é utilizado no Brasil, em razdo da sua ineficacia e efeitos adversos,
desta forma, se emprega o benzonidazol (FERREIRA, 2012).

Figura 13- FA&rmacos usadas na terapia da fase aguda da doenga de Chagas: a) benzonidazol; b)
Nifurtimox.
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Fonte: adaptado de PITA; PASCUTTI, 2011.

Dessa forma, as limitagcbes dos medicamentos disponiveis para a doenca de Chagas
justificam a busca de novos agentes tripanocidas que possam substituir as terapias atuais e/ou
serem uma alternativa (SOUZA, et al., 2011).
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A acdo dos farmacos pressupde a interacdo de uma molécula pequena (ligante) com
uma macromolécula (receptor bioldgico), tipicamente uma proteina de alguma via bioguimica
ou acido nucléico (DIAS, et al., 2009). Assim, diversos estudos tém sido realizados para
identificar vias metabodlicas e alvos seletivos para o desenvolvimento de novos agentes
tripanocidas. Dentre os alvos mais explorados, destacam-se o DNA e as enzimas
topoisomerases | e 1l, responséveis pelo processo de replicacdo (PITA; PASCUTTI, 2011;
DIAS, et al., 2009; FERREIRA, 2012; CRIBB, 2010).

Nesse contexto, alguns trabalhos tém mostrado a importancia de moléculas que
interagem com o DNA e apresentam excelente atividade antitripanossoma, como por
exemplo, as diamidinas aromaticas e seus andlogos que se ligam ao sulco menor do DNA,
principalmente em locais ricos em bases AT (PACHECO, et al., 2009; SILVA, et al., 2007,
SOUZA, et al., 2011). Por fim, Dias e colaboradores (2009) demonstraram que complexos
metalicos também apresentam propriedades interessantes de toxicidade e atividade
tripanocida, sendo um de seus mecanismos de acdo a interacdo com o DNA.

1.5.4 Leishmaniose

A leishmaniose, analoga a doenca de Chagas, é considerada uma doenca negligenciada e
amplamente distribuida em todo mundo, que afeta 0 homem e os animais. E causada por
protozoario parasita do género Leishmania, transmitida ao homem pela picada de mosquitos
flebotomineos (familia Psychodidae) (BENITEZ, et al., 2013; RATH, et al., 2003).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2015), estima-se 1,3 milhdes de novos
casos e de 20.000 a 30.000 mortes anualmente, as quais estdo distribuidas em 80 paises.
Atualmente sdo conhecidas trés principais formas da doenca: i) Leishmaniose visceral é a
forma mais grave, podendo ser fatal caso ndo seja tratada; ii) Leishmaniose cutanea é a forma
mais comum e provoca lesdes na pele, Ulceras, podendo levar a deficiéncia grave e por fim, a
iii) Leishmaniose mucocutanea que leva a destruicdo parcial ou total das membranas das
mucosas do nariz, boca e garganta (SILVA-LOPEZ, 2010).

Na auséncia de controle de vetores e vacinas eficazes, o controle da doenca é baseado
principalmente em quimioterapia, que envolve o uso de substancias citotdxicas, administradas
principalmente por via endovenosa. O tratamento tradicional apresenta varios inconvenientes,
como as vias de aplicacdo (intramuscular ou endovenosa), frequéncia de administracdo dos
farmacos e tempo do tratamento, o que acarreta desconforto ao paciente e alto custo (RATH,
etal., 2003; SILVA-LOPEZ, 2010).

O tratamento da leishmaniose vem sendo realizado com antimoniais pentavalentes,

como o antimoniato de meglumina e, estibogluconato de sodio, desenvolvidos ha 50 anos
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como medicamentos de primeira linha. Porém esses farmacos sdo toxicos, ineficazes (em
alguns casos) e por serem utilizados em tempo prolongado pode levar a resisténcia. Nessas
situacOes a alternativa é usar medicamentos de segunda linha, tais como a anfotericina B ou a
pentamidina, as quais sdo Uteis aos pacientes que ndo responderam ao tratamento com
antimoniais, sdo altamente eficazes e apresentam efeitos colaterais moderados, porém
apresentam alta toxicidade (NOVA, 2008).

A pentamidina é uma diamidina aromatica, que apresenta importante atividade
antitripanossomatidea, antifingica, antibacteriana, antiviral e antitumoral e mostrou bons
resultados em pacientes com leishmaniose e imunodepressdo. O mecanismo de acgdo da
pentamidina ainda ndo é completamente elucidado, mas as hipoteses indicam que interfere no
transporte de aminoacidos, compete com poliaminas pelos acidos nucléicos e pode também
preferencialmente ligar-se a0 DNA em regides ricas nas bases AT (SILVA-LOPEZ, 2010;
NOVA, 2008; BRAY, et al., 2003).

Outro farmaco recentemente desenvolvido é a anfotericina B lipossomal, altamente
eficaz, quase ndo tem efeitos colaterais, considerada o tratamento de primeira linha preferido
para a doenca visceral. Entretanto, possui alto custo, para ser amplamente utilizado pelos
paises em desenvolvimento (ADAM, et al., 2014).

Assim, os tratamentos atuais estdo longe de ser satisfatorios, uma vez que a geragdo de
mecanismos de resisténcia, a via de administracdo, tratamentos de longo prazo, alta toxicidade
e o0 custo dos farmacos revelam a necessidade imediata para o desenvolvimento de novos
agentes quimioterapéuticos com atividade leishmanicida. Neste contexto, alguns trabalhos
vém desenvolvendo farmacos com maior eficacia, seletividade e menor toxicidade. Dentre
eles destacam-se os trabalhos de Adam e colaboradores (2014), que desenvolveram uma nova
série de cetonas triazolopiridil, as quais apresentaram excelente atividade leishmanicida,
capazes de interagir com DNA, preferencialmente nos sulcos da biomolécula; e o de Benitez e
colaboradores (2013), que buscaram desenvolver complexos metalicos, incluindo agentes
intercalantes ao DNA, para atuar na terapia de doengas parasitarias, como a leishmaniose,

tendo o DNA como principal alvo.
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2 JUSTIFICATIVA

Diante do que foi explanado quanto as doencas que possuem o DNA como principal
alvo bioldgico, fica claro a importancia de estudos utilizando estratégias/técnicas associadas a
determinacdo de pardmetros quantitativos relacionados a interacdo com o DNA, visando
selecionar candidatos a farmacos mais promissores, fazer o screening de moléculas, propor

alteracdes estruturais no intuito de ampliar a atividade bioldgica desses compostos.

3 OBJETIVO GERAL DO ESTUDO PROPOSTO

Avaliar a interacdo entre trés classes de compostos derivados das B-carbolinas,
aldiminas e acridinas com DNA (Calf thymus), utilizando técnicas espectroscépicas e estudos
tedricos, bem como a correlagdo com suas respectivas atividades bioldgicas, uma vez que tais

moléculas apresentam excelente atividade frente a diversas patologias.



51

REFERENCIAS

ADAM, R., et al. Triazolopyridyl ketones as a novel class of antileishmanial agents. DNA
binding and BSA interaction. Bioorganic & Medicinal Chemistry, Espanha, v. 22, p.4018—
4027, Jun., 2014.

ALBANI, J.R. Principles and applications of fluorescence spectroscopy. Estados Unidos:
Blackwell Publishing, 2007.

ALMEIDA, V. L., et al. Cancer e agentes antineoplasicos ciclo-celular especificos e ciclo-
celular ndo especificos que interagem com o DNA: uma introducdo. Quimica Nova, Brasil, v.
28, p. 118-129, Set., 2005.

ANDERSON, A. C. Targeting DHFR in parasitic protozoa. Drug Discovery Today, Estados
Unidos, v. 10, p. 121-128, Jan., 2005.

ANDRESSA BERNARDILA.; JACQUES-SILVA, M. C.; LENZ, G. Abordagem molecular
no desenvolvimento de fa&rmacos anti-tumorais. Infarma, Brasil, v.15, p. 61-63, Out., 2003.

ANTUNES, L. M. G.; BIANCHI, M. L. P. Antioxidantes da dieta como inibidores da
nefrotoxicidade induzida pelo antitumoral cisplatina. Revista de Nutricdo, Campinas, v. 17,
p. 89-96, mar., 2004.

ARAYA, F., et al. Capillary electrophoresis for studying drug—DNA interactions. Methods,
V. 42, p.141-149, Set., 2007.

ARJMAND, F.; JAMSHEERA, A. DNA binding studies of new valine derived chiral
complexes of tin(IV) and zirconium(lV). Spectrochimica Acta Part A, India, v. 78, p. 45—
51, Jun., 2011.

BALASUBRAMANIAN, S.; NEIDLE, S. G-quadruplex nucleic acids as therapeutic targets.
Current Opinion in Chemical Biology, Reino Unido, v.13, p. 345-353, Jun., 2009.

BARRA, C. V.; NETTO, A. V. G. InteragGes entre Complexos Antitumorais e 0 DNA e suas
Ferramentas de Analise: um Enfoque nos Metalointercaladores. Revista Virtual de Quimica,
In press, 2015.

BASU, A.; KUMAR, G. S. Biophysical studies on curcumin—deoxyribonucleic acid
interaction:Spectroscopic and calorimetric approach. International Journal of Biological
Macromolecules, India, v. 62, p. 257— 264, Set., 2013.

BAZZICALUPI, C., et al. Metals in supramolecular chemistry. Inorganica Chimica Acta,
Espanha, v. 417, p. 3-26, Mar., 2014.

BELIZARIO, J. E. O préximo desafio reverter o cancer. Ciéncia Hoje, Sdo Paulo, v. 31, p.
51-57, Jul., 2002.

BENITEZ, J., et al. New oxidovanadium(IV) N-acylhydrazone complexes: Promising
antileishmanial and antitrypanosomal agents. European Journal of Medicinal Chemistry,
Brasil, v. 62, p.20-27, Dez., 2013.



52

BHADRA, K.; KUMAR, G. S. Interaction of berberine, palmatine, coralyne, and
sanguinarine to quadruplex DNA: A comparative spectroscopic and calorimetric study.
Biochimica et Biophysica Acta, India, v. 1810, p. 485-496, Jan., 2011.

BRAY, P. G, et al. Pentamidine uptake and resistance in pathogenic protozoa: past, present
and future. Trends in Parasitology, Reino Unido, v.19, p. 232-239, Mai., 2003.

CAMPOQOS, E. C., et al. Calpain-mediated dystrophin disruption may be a potential structural
culprit behind chronic doxorubicin-induced cardiomyopathy. European Journal of
Pharmacology, Brasil, v. 670, p.541-553, Set., 2011.

CHOI, Y. S,, et al. Amine terminated G-6 PAMAM dendrimer and its interaction with DNA
probed by Hoechst 33258. Biophysical Chemistry, Republica da Coréia, v. 121, p. 142-149,
fev., 2006.

COURA, J. R.; DIAS, J. C. P. Epidemiology, control and surveillance of Chagas disease -
100 years after its discovery. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, v. 104,
p. 31-40, Jun., 2009.

COX, M. M.; DOUDNA, J. A.; O’ DONNELL. Biologia Molecular: Principios e técnicas.
Porto Alegre: Artmed, 2012.

CRIBB, P., et al. Trypanosoma cruzi TBP shows preference for C/G-rich DNA sequences in
vitro. Experimental Parasitology, Argentina, v. 124, p. 346-349, Dez., 2010.

DANTAS, Maria Dayanne. Avaliacao da interacdo das proteinas do ovo (ovalbumina e
outras) com os antibidticos tetraciclina, oxitetraciclina e clorotetraciclina empregando
técnicas espectroscopicas e eletroforese. 2015. Dissertacdo (Mestrado em Quimica) —
Universidade Federal de Alagoas, Maceio, 2015.

DAR, A. M., et al. In vitro cytotoxcity and interaction of new steroidal oxadiazinanones with
calf thymus DNA using molecular docking, gel electrophoresis and spectroscopic techniques.
Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology, India, v. 148, p.340-350, Mai.,
2015.

DEMEUNYNCK,M.; CHARMANTRAY, F.; MARTELLLI, A. Interest of Acridine
Derivatives in the Anticancer Chemotherapy. Current Pharmaceutical Design, v. 7, p.
1703-1724, 2001.

DIAS, L. C., et al. Quimioterapia da Doenca de Chagas: Estado da Arte e Perspectivas no
desenvolvimento de novos farmacos. Quimica Nova, v. 32, p. 2444-2457, Nov., 2009.

DORRAJI, P. S.; JALALLI, F. Investigation of the Interaction of Sertraline with Calf Thymus
DNA by Spectroscopic Methods. Journal of the Brazilian Chemical Society, Iran, v. 24, p.
939-945, 2013.

DUVAL, P. A, et al. Caquexia em Pacientes Oncoldgicos Internados em um Programa
de Internacdo Domiciliar Interdisciplinar. Revista Brasileira de Cancerologia, Brasil, v. 56,
p. 207-212, Mar., 2010.

FERREIRA, E. |. Planejamento de Farmacos na Area de Doenca de Chagas: Avancos e
Desafios. Revista Virtual de Quimica, Brasil, v. 4, p. 225-246, Jun., 2012.



53

FOLEY, M.; TILLEY, L. Quinoline Antimalarials: Mechanisms of Action and Resistance and
Prospects for New Agents. Pharmacology & Therapeutics, Austrélia, v. 79, p. 55-87, 1998.

FONTES, A. P. S.; CESAR, E. T.; BERALDO, H. A Quimica Inorganica na terapia do
cancer. Quimica Nova na Escola, Brasil, v. 6, p. 13-18, Jul., 2005.

FOX, K. R. Targeting DNA with Triplexes. Current Medicinal Chemistry, Reino Unido, v.
7, p. 17-37, 2000.

FRANGCA, T. C. C.; SANTOS, M. G.; FIGUEROA-VILLAR, J. D. Maléria: aspectos
historicos e quimioterapia. Quimica Nova, v. 31, p. 1271-1278, Abr., 2008.

GARCIA, M. H., et al. New ruthenium(Il) mixed metallocene derived complexes: Synthesis,
characterization by X-ray diffraction and evaluation on DNA interaction by atomic force
microscopy. Inorganica Chimica Acta, Espanha, v. 363, p. 3765-3775, Jun., 2010.

GARRETT, R. H.; GRISHMAN, C. M. Biochemistry. 5. ed. Australia: Brands Brooks/Cole -
Cengage Learning, 2012.

GUETZOYAN, L., et al. Antimalarial acridines: Synthesis, in vitro activity against P.
falciparum and interaction with hematin. Bioorganic & Medicinal Chemistry, Franca, v. 17,
p. 8032-8039, Out., 20009.

GUO, H., et al. Multi-spectroscopic method study the interaction of anti-inflammatory drug
ketoprofen and calf thymus DNA and its analytical application. Spectrochimica Acta Part
A, China, v. 79, p. 92-96, Fev., 2011.

HAQ, I. Thermodynamics of drug—DNA interactions. Archives of Biochemistry and
Biophysics, Reino Unido, v. 403, p. 1-15, Abr., 2002.

HARVEY, R. A.; FERRIER, D.R. Lippicontt’s Ilustrated Reviews: Biochemistry. 5.ed.
Filadélfia: Wolters Kluwer, 2011.

HASSAN, M. F.; RAUF, A. Synthesis andmulti-spectroscopic DNA binding study of 1,3,4-
oxadiazole and 1,3,4-thiadiazole derivatives of fatty acid. Spectrochimica Acta Part A:
Molecular and Biomolecular Spectroscopy, India, v. 153, p. 510-516, Jan., 2015.

HUBER, C. P., et al. Glicoproteina-P, Resisténcia a Multiplas Drogas (MDR) e relacéo
estrutura-atividade de moduladores. Quimica Nova, Brasil, v. 33, p. 2148-2154, Ago., 2010.

ILANCHELIAN, M.; RAMARAJ, R. Emission of thioflavin T and its control in the presence
of DNA. Journal of Photochemistry and Photobiology A: Chemistry, india, v. 162, p.
129-137, Jul., 2004.

Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA), disponivel em: <
http://www.inca.gov.br/estimativa/2014/ >, acesso em 15 de setembro de 2015.

ISLAM, M. M., et al. Thermodynamics and kinetic studies in the binding interaction of cyclic
naphthalene diimide derivatives with double stranded DNAs. Bioorganic & Medicinal
Chemistry, Japdo, v. 23, p. 4769-4776, Jun., 2015.



54

JANGIR, D. K., et al. Assessment of amsacrine binding with DNA using UV-visible, circular
dichroism and Raman spectroscopic techniques. Journal of Photochemistry and
Photobiology B: Biology, India, v. 114, p. 38-43, Mai., 2012.

JAUMOT, J.; GARGALLO, R. Experimental Methods for Studying the Interactions between
G-Quadruplex Structures and Ligands. Current Pharmaceutical Design, Espanha, v. 18, p.
1900-1916, 2012.

JONES, M., et al. Antitumour and antimalarial activity of artemisinin—acridine hybrids.
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, Irlanda, v. 19, p. 2033-2037, Fev., 20009.

KHAN, G. S., et al. Chemistry of DNA minor groove binding agents. Journal of
Photochemistry and Photobiology B: Biology, Nova Zelandia, v. 115, p. 105-118, Jul.,
2012.

KOMOROWSKA, M. A;; OLSZTYNSKA-JANUS, S. Biomedical Engineering, Trends,
Research and Technologies. India: In Tech, 2011.

KOOLMAN, J.; ROEHMAN, K. H. Color Atlas of Biochemistry. 2. ed. Alemanha: Thieme
Stuttgart, 2005.

LAKOWICZ, J.R. Principles of fluorescence spectroscopy. 3.ed. Baltimore: Springer, 2006.

LANNES-VIEIRA, J., et al. Chronic Trypanosoma cruzi-elicited cardiomyopathy: from the
discovery to the proposal of rational therapeutic interventions targeting cell adhesion
molecules and chemokine receptors - how to make a dream come true. Memorias do
Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, v. 104, p. 226-235, Ju., 2009.

LEHN, J.M. Quimica supramolecular conceitos e perspectivas. Lisboa: Press,1996.

LING, X., et al. Spectroscopic studies on the interaction of pazufloxacin with calf thymus
DNA. Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology, China, v. 93, p. 172-176,
Ago., 2008.

MA, D., et al. Molecular modeling of drug-DNA interactions: Virtual screening to structure-
based design. Biochimie, China, v. 93, p. 1252-1266, Abr., 2011.

MACHADO, A. E. H. Terapia fotodinamica: principios, potencial de aplicacéo e
perspectivas. Quimica Nova, Brasil, v. 23, p. 237-243, Jul., 2000.

MARTINEZ, R.; CHACON-GARCIA, L. The Search of DNA-Intercalators as Antitumoral
Drugs: What it Worked and What did not Work. Current Medicinal Chemistry, México, v.
12, p. 127-151, 2005.

MCKEEVER, C.; KAISER, M.; ROZAS, I. Aminoalkyl Derivatives of Guanidine Diaromatic
Minor Groove Binders with Antiprotozoal Activity. Journal of Medicinal Chemistry,
Irlanda, v. 56, p. 700-711, Jan., 2013.

MEYERS, R. A. Encyclopedia of Physical Science and Technology. 3.ed. Estados Unidos:
Academic Press, 2002.



55

MOHAMADI, M., et al. Spectroscopic and electrochemical studies of the interaction between
oleuropein, the major bio-phenol in olives, and salmon sperm DNA. Spectrochimica Acta
Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, Iran, v. 148, p. 260-265, Abr., 2015.

MOLINA-BOLIVAR, J. A, et al. Spectroscopic investigation on the interaction of maslinic
acid with bovine serum albumin. Journal of luminescence, Espanha, v.156, p.141-149,
Ago., 2014.

MORIYAMA, R.; IWASAKI, Y.; MIYOSHI, D. Stabilization of DNA Structures with
Poly(ethylene sodium phosphate). The Journal of Physical Chemistry B, Japéo, v. 119, p.
11969-11977, Jul., 2015.

MURRAY, R. K,, et al. Harper’s Illustrated Biochemistry.26. ed. New York: McGraw-
Hill, 2003.

NAKAMOTO, K.; TSUBOI, M.; STRAHAN, G. D. Drug-DNA Interactions: Structures
and Spectra. Nova Jersey: John Wiley & Sons, 2008.

NELSON, D.L.; COX, M.M. Principios de bioguimica de Lehninger. 5.ed. Sao Paulo:
Sarvier, 2011.

Nobel Prize, disponivel em:
<http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/2015/press.html.>, acesso em
08 de outubro de 2015.

NOVA, Nadja Soares Vila. A¢do leishmanicida de alcal6ides e acetogeninas extraidas de
Annonaceae do Estado de Ceara. 2008. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) —
Universidade Estadual do Ceard, Ceara, 2008.

OLIVEIRA, R. B.; ALVES, R. J. Agentes antineoplésicos biorredutiveis: uma nova
alternativa para o tratamento de tumores soélidos. Quimica Nova, Brasil, v. 25, p. 976-984,
Fev., 2002.

Organizagdo Mundial da Saude, disponivel em: <http://www.who.int/leishmaniasis/en/>,
acesso em 10 de setembro de 2015.

Organizacdo Mundial da Saude, disponivel em: <http://www.who.int/topics/malaria/en/>,
acesso em 10 de setembro de 2015.

PACHECO, M. G. O,, et al. Trypanosoma cruzi: Activity of heterocyclic cationic molecules
in vitro. Experimental Parasitology, Brasil, v. 123, p. 73-80, Jun., 2009.

PASSOS, Esdras Duarte. Sintese e Caracterizagdo de Microesferas Ferromagnéticas para
Utilizacdo em Hipertermia. 2006. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias dos Materiais para
Engenharia) — Universidade Federal de Itajuba, Minas Gerais, 2006.

PAXTON, J. Topics on drug metabolism. Croacia: In Tech, 2012.

PIMENTEL, L. F., et al. Nanotecnologia farmacéutica aplicada ao tratamento da malaria.
Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas, Brasil, v. 43, p. 503-514, Ago., 2007.

PITA, S. S. R.; PASCUTTI, P. G. Alvos Terapéuticos na Doenca de Chagas: a Tripanotiona
Redutase como Foco. Revista Virtual de Quimica, Brasil, v. 3, p. 307-324, Out., 2011.



56

POLICARPI, Everton de Britto. Sintese, caracterizacéo e estudo de interacdo com o0 DNA
de novos complexos de cobre(I) com o ligante “DPPZ”. 2008. Dissertacdo (Mestrado em
Quimica) — Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis, 2008.

PUYO, S.; MONTAUDON, D.; POURQUIER, P. From old alkylating agents to new minor
groove binders. Critical Reviews in Oncology/Hematology, Franca, v. 89, p. 43-61, Jul.,
2014,

RATH, S., et al. Antimoniais empregados no tratamento da leishmaniose: estado da arte.
Quimica Nova, Brasil, v. 26, p. 550-555, Jan., 2003.

RAUF, S., et al. Electrochemical approach of anticancer drugs—DNA interaction. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, Austrdlia, v. 37, 205-217, Dez., 2005.

REHMAN, S. U., et al. Studying non-covalent drug-DNA interactions. Archives of
Biochemistry and Biophysics, India, v. 576, p. 49-60, Mai., 2015b.

REHMAN, S.U., et al. Deciphering the interactions between chlorambucil and calf thymus
DNA: A multi-spectroscopic and molecular docking study. Archives of Biochemistry and
Biophysics, India, v.566, p.7-14, Jan., 2015a.

ROMANHA, A. J., etal. In vitro and in vivo experimental models for drug screening and
development for Chagas disease. Memdrias do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, V.
105, p. 233-238, Mar., 2010.

ROSU, F.; PAUW, E.; GABELICA, V. Electrospray mass spectrometry to study drug-nucleic
acids interactions. Biochimie, Bélgica, v. 90, p. 1074-1087, Jan., 2008.

SALVIA, M., et al. Thiazotropsin aggregation and its relationship to molecular recognition in
the DNA minor groove. Biophysical Chemistry, México, v.179, p. 1-11, Abr., 2013.
SARWAR, T., et al. Interaction of coumarin with calf thymus DNA: Deciphering the modeof
binding by in vitro studies. International Journal of Biological Macromolecules, india, v.
73, p. 9-16, Nov., 2015.

SAVARIZ, F.C., et al. Synthesis and antitumor activity of novel 1-substituted phenyl 3-(2-
oxo0-1,3,4-oxadiazol-5-yl) B-carbolines and their Mannich bases. Bioorganic & Medicinal
Chemistry, Brasil, v.22, p.6867-6875, Out., 2014.

SAWADA, N. O, et al. Quality of life evaluation in cancer patients to submitted to
chemotherapy. Revista da Escola de Enfermagem da USP, Brasil, v. 43, p. 578-584, Jun.,
2009.

SHAHABADI, N.; HADIDI, S. Spectroscopic studies on the interaction of calf thymus DNA
with the drug levetiracetam. Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular
Spectroscopy, Iran, v. 96, p. 278-283, Mai., 2012.

SHEN, H., et al. In Vitro Study of DNA Interaction with Trichlorobenzenes by Spectroscopic
and Voltammetric Techniques. International Journal of Electrochemical Science, China, v.
6, p. 532-547, Mar., 2011.



57

SIDDIQUI-JAIN, A., et al. Direct evidence for a G-quadruplex in a promoter region and its
targeting with a small molecule to repress c-MY C transcription. Applied Biological Sciences,
Tucson, v. 99, p. 11593-11598, Set., 2002.

SILVA, C. F., etal. Activity of ‘‘reversed’’ diamidines against Trypanosoma cruzi ‘‘in
vitro”’. Biochemical Pharmacology, Brasil, v. 73, p. 1939-1946, Mar., 2007.

SILVA-LOPEZ, R. E. Proteases de Leishmania: novos alvos para o desenvolvimento racional
de farmacos. Quimica Nova, v. 33, p. 1541-1548, Jun., 2010.

SILVESTRI, C.; BRODBELT, J. S. Tandem Mass Spectrometry for Characterization of
Covalent Adducts of DNA with Anticancer Therapeutics. Mass Spectrometry Reviews,
Texas, v. 32, p. 247-266, Nov., 2012.

SIRAJUDDIN, M.; ALI, S.; BADSHAH, A. Drug—DNA interactions and their study by UV—
Visible, fluorescence spectroscopies and cyclic voltammetry. Journal of Photochemistry
and Photobiology B: Biology, Paquistdo, v.124, p.1-19, Abr., 2013.

SOUZA, E. M. Trypanocidal activity and selectivity in vitro of aromatic amidine compounds
upon bloodstream and intracellular forms of Trypanosoma cruzi. Experimental
Parasitology, Brasil, v. 127, p. 429-435, Nov., 2011.

SPILLMAN, N. J.; KIRK, K. The malaria parasite cation ATPase PfATP4 and its role in the
mechanism of action of a new arsenal of antimalarial drugs. International Journal for
Parasitology: Drugs and Drug Resistance, Australia, v. 5, p. 149-162, Jul., 2015.

SUN, H., et al. A stabilizing and denaturing dual-effect for natural polyamines interacting
with G-quadruplexes depending on concentration. Biochimie, China, v. 93, p. 1351-1356,
Jun., 2011.

SUN, Y., et al., Studies of interaction between two alkaloids and double helix DNA. Journal
of Luminescence, China, v. 156, p. 108-115, Ago., 2014.

THIEMANN, O. H. A descoberta da estrutura do DNA: de Mendel a Watson e Crick.
Quimica Nova na Escola, Brasil, v. 17, p. 1-7, Mai., 2003.

TRUFELLI, D. C., et al. Andlise do atraso no diagnéstico e tratamento do cancer de mama em
um hospital pablico. Revista da Associacdo Médica Brasileira, Sdo Paulo, v. 54, p. 72-76,
Set., 2008.

VIDAL, Maria Luiza Bernardo. Efeitos adversos tardios subsequientes ao tratamento
radioterdpico para cancer de colo uterino na bexiga, reto e funcdo sexual. 2008.
Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia) - Instituto Nacional do Céncer, Rio de Janeiro, 2008.

WANG, Q., et al. Study on the interaction characteristics of cefamandole with bovine serum
albumin by spectroscopic technique. Spectrochimica Acta Part A: Molecular and
Biomolecular Spectroscopy, China, v. 136, p. 321-326, Out., 2015.

WANUNU, M.; TOR, Y. Methodos for Studying Nucleic Acid/Drug Interactions. Estados
unidos: CRC Press, 2012.



58

WEI, R.; WANG, J.; ZHANG, M. Spectroscopic study on the binding of porphyrins to
(G4T4G4)4 parallel G-quadruplex. Biophysical Chemistry, China, v.148, p. 51-55, Fev.,
2010.

WHEATE, N. J., et al. DNA Intercalators in Cancer Therapy: Organic and Inorganic Drugs
and Their Spectroscopic Tools of Analysis. Mini-Reviews in Medicinal Chemistry,
Australia, v.7, p. 627-648, Jul., 2007.

WU, X., et al. Spectroscopic and molecular modeling evidence of clozapine binding to human
serum albumin at subdomain Il1A. Spectrochimica Acta Part A, China, v.79, p.1202— 1209,
Abr., 2011.

YAKIMCHUK, K. Protein Receptor Ligand Interaction/Binding Assays. Labome the world
of laboratories, Suécia, http://dx.doi.org/10.13070/mm.en.1.199, 2011.

ZHANG, Y., et al. Interaction of malachite green with bovine serum albumin: Determination
of the binding mechanism and binding site by spectroscopic methods. Journal of Hazardous
Materials, China, v. 163, p. 1345-1352, Ago., 2009.

ZHANG, Y.; HUANG, K. The influence of the hydrated metal cations binding to adenine-N7
or adenine-N3 on the hydrogen bonding in adenine—thymine base pair: A comparative study.
Journal of Molecular Structure: THEOCHEM, China, v. 822, p. 5764, Jul., 2007.

ZHAO, T., et al. In vitro studies on the behavior of salmeterol xinafoate and its interaction
with calf thymus DNA by multi-spectroscopic techniques. Spectrochimica Acta Part A:
Molecular and Biomolecular Spectroscopy, China, v. 132, p. 198-204, Mai., 2014.



59

2 EXPERIMENTAL
2.1 Reagentes e Solugoes

Os reagentes utilizados nos ensaios sdo de grau analitico de pureza. As solucdes
foram preparadas com agua ultrapura com resistividade especifica de 18,2 MQ cm, a partir de
um sistema de purificacdo Milli-Q® (Millipore, Bedford, MA, USA).

O DNA (Calf thymus, ctDNA)* tipo | na forma de fibras (Sigma) foi empregado nos
estudos de interacdo. Este DNA € preparado a partir de tecido do timo de vitela de género nao
especificado. Para o preparo da solucdo de ctDNA, foram pesados entre 1,0-2,0 mg
(SHAHABADI; MOGHADAM, 2012) do &cido nucleico e solubilizou-se em tamp&o Tris (50
mM, pH = 7,40) contendo NaCl (100 mM), para os ensaios com os alcaloides B-carbolinicos e
aldiminas; e para as acridinas empregou-se tampao fosfato (10 mM, pH = 7,40). Em seguida,
as solucBes foram armazenadas em frascos ambar, sob refrigeracdo a 4°C. Apos 24 h, foram
levadas a um banho de ultrassom (Quimis modelo Q335D, Brasil), por 30 min, para garantir
uma melhor solubilidade do DNA e consequentemente a homogeneidade da solucdo
(SAVARIZ, et al., 2014).

A solucdo de NaCl 1,0 mol L™ empregada para ajuste da forca iénica foi preparada a
partir da dissolucdo de 2,9223 g de cloreto de sddio (Vetec) em agua ultrapura, transferiu-se a
mesma para um baldo volumétrico de 50 mL, completando-se o volume com &gua ultrapura.

Para o preparo da solucdo tampéo Tris (50 mM, pH = 7,40) pesou-se 1,5142 g de
Tris (Sigma) e solubilizou-se em agua ultrapura. Retirou-se uma aliquota de 25 mL da solucgéo
de NaCl (1,0 mol L™ e adicionou-se & solugdo tampao. O ajuste do pH para 7,40 foi realizado
com uma solugdo de HCI. Em seguida, transferiu-se a mistura para um baldo volumétrico de
250 mL.

Para o preparo da solucdo tampdo fosfato (10 mM, pH = 7,40) pesou-se 0,3549 g de
fosfato de sddio dibasico anidro (Dindmica) e solubilizou-se em &gua ultrapura. Ajustou-se o
pH para 7,40 com uma solucdo de HCI. O sistema resultante foi transferido para um baldo
volumétrico de 250 mL avolumando-se com agua ultrapura.

Como ja mencionado, os derivados purificados das B-carbolinas, aldiminas e
acridinas, foram empregados para os estudos de interacdo com o ctDNA. Os derivados de
alcaloides B-carbolinicos foram cedidos pela Prof Maria Helena Sarragiotto do Departamento
de Quimica da Universidade Estadual de Maring4; as aldiminas pelo Prof. Angelo de Fatima
do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais; e as acridinas pelo

Prof. Thiago Mendonca de Aquino do Instituto de Quimica e Biotecnologia da Universidade

£ considerado o tipo de DNA de maior escolha nos estudos de interacdo devido & similaridade com o DNA de placenta
humana, obtendo-se as seguintes propor¢des das bases (ctDNA/DNA placenta humana): AT (58,1 %), CG (41,9 %); AT
(58%), CG (42%), respectivamente.
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Federal de Alagoas. Estes compostos foram sintetizados pelos respectivos grupos de pesquisa
e ja tem suas rotas sintéticas determinadas e otimizadas, assim como a completa e inequivoca
caracterizacdo fisica baseada em técnicas espectroscopicas (infravermelho, ressonancia
magnética nuclear de *H e *3C e espectrometria de massas) (SAVARIZ, et al., 2014; SILVA,
2013). De forma geral, para o preparo da solucdo estoque destes compostos, pesou-se 1,0 mg
e solubilizou-se em 2,0 mL de dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma). Ap6s o preparo, as solucbes
estoques foram armazenadas em tubo criogénico (2 mL), sob refrigeracdo a 4°C (SILVA, et
al., 2016).

Para o preparo da solucéo de tiossulfato de sédio (0,1 mol L™), pesou-se 0,1581 g de
Na,S,03 (Synth), com posterior solubilizacdo em &gua ultrapura para 10 mL.

Para o preparo da solucéo estoque de Kl (0,3 mol L™), pesou-se 2,4900 g de Kl
(Sigma) e solubilizou-se em &gua ultrapura. Retirou-se uma aliquota de 2,5 mL da solucéo de
Na,S,03 (0,1 mol L™) e adicionou-se & solucéo de Kl e a solugéo final foi avolumada para 50
mL com &gua ultrapura.

Para o preparo da solucéo estoque de brometo de etidio (2,0 mM) foi pesado 0,0016 g

do brometo de etidio (Sigma) e solubilizado com agua ultrapura em tubo criogénico (2,0 mL).
Para o preparo da solugdo estoque de acridina orange (2,0 mM) foi pesado 0,0012 g da
acridina (Sigma) e solubilizado em &gua ultrapura (2,0 mL). Para o preparo da solucéo
estoque berenil (2,0 mM) foi pesado 0,0023 g do berenil (Sigma) e solubilizado em agua
ultrapura (2,0 mL). Todas as diluicdes posteriores foram realizadas no tampao utilizado para

cada classe de composto.

2.2 Equipamentos utilizados

Nos estudos de interagdo empregando os alcaloides B-carbolinicos e acridinas, as
medidas espectrofluorimétricas foram realizadas em um espectrofluorimetro Shimadzu RF
(modelo 5301PC, Japédo) utilizando cubetas de quartzo e plastico (polimetil metacrilato,
transparéncia na faixa 220-900 nm) com capacidade de 4 e 2 mL, respectivamente, ambas
com 10 mm de caminho dptico. Nos ensaios empregando as aldiminas, as medidas foram
realizadas em um espectrofluorimetro com leitor de microplacas (EnSpire®, Perkin Elmer,
Alemanha) equipado com lampada de xendnio, empregando microplacas de 96 pocos de 200
ul.

As medidas espectrofotométricas foram realizadas em um espectrofotdmetro de
varredura com feixe duplo Micronal (modelo AJX-6100PC, Brasil) equipado com cubetas de

quartzo de 1,0 cm de caminho éptico.



61

Para as medidas de pH utilizou-se um eletrodo combinado de vidro associado ao
potencidmetro Gehaka (modelo PG 1800, Brasil). As massas dos reagentes foram medidas em
balanca analitica eletrébnica Gehaka (AG 200, Brasil) com precisdo de 0,1 mg e balanca
analitica Mettler Toledo-AG245 com precisdo de 0,01 mg. Nos estudos de avaliacdo da
temperatura de desnaturacdo (T,) do ctDNA, as amostras foram aquecidas utilizando um
banho sistema de aquecimento modelo SP12/200ED (SPlabor, Brasil).

2.3 Procedimentos
2.3.1 Determinacgéo da concentracdo do ctDNA (Calf thymus)

A concentragdo da solucdo estoque de ctDNA foi determinada com base no
coeficiente de extincdo de 6600 L mol™ a partir do sinal de absorvancia em 260 nm apds
diluicdo na proporcédo de 1:100. Para avaliar se a solucdo de ctDNA estava livre de proteinas,
calculou-se a razéo do sinal de absorvancia a 260 e 280 nm (Azso/A2s0), Obtendo valores entre
1,8-1,9 (SAVARIZ, et al., 2014).

2.3.2 Interacdo ctDNA-ligante por fluorescéncia

Para todas as classes de compostos avaliadas nesse trabalho, as titulagdes
espectrofluorimétricas foram executadas mantendo-se constante a concentracdo do ligante e
variando-se progressivamente a quantidade de ctDNA de acordo com cada classe avaliada,
enquanto por UV-Vis, avaliou-se o sinal de absorvancia do composto na auséncia e na
presenca do ctDNA, bem como a absorvancia do ctDNA livre (Tabela 1). Apds o tempo de
incubagdo (60 min) as medidas analiticas foram realizadas a temperatura ambiente, exceto
para as aldiminas onde esse ensaio foi realizado em trés temperaturas (22, 30 e 38°C)
utilizando os seguintes parametros instrumentais no leitor de microplacas: altura (h) de 6,3

mm e numero de flashes igual a 200.

2.3.3 Estudo realizado com iodeto de potassio (KI)

A avaliagdo do modo de ligagdo dos compostos com o ctDNA, foi realizado por
fluorescéncia molecular, mantendo-se constante a concentracdo dos compostos e aumentando

a concentracao de iodeto de potassio na presenca e auséncia de ctDNA (Tabela 1).

2.3.4 Ensaio de competicdo com brometo de etidio (BE) e acridina orange (AO)

Neste ensaio manteve-se constante a concentracdo de BE/AO e de ctDNA, e

adicionaram-se quantidades crescentes dos compostos avaliados (Tabela 1). Para o0s
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compostos p—carbolinicos e aldiminas, utilizou-se como sonda o brometo de etidio, somente

para a classe das acridinas foi utilizado a AO.

2.3.5 Avaliacdo da temperatura de desnaturacao

Nos estudos de avaliacdo da temperatura de desnaturacdo (T,) do ctDNA, as amostras
foram aquecidas lentamente na faixa de 40 a 100 °C e os valores de absorvancia foram
monitorados a 260 nm para o ctDNA na presenca e na auséncia dos compostos (Tabela 1)
(SUN, et al., 2014). Esse ensaio foi realizado somente para a classe de compostos [3-

carbolinicos.

2.3.6 Avaliacdo da transferéncia de energia por contato

Nesse ensaio foram realizados espectros de excitacdo e absorcdo dos compostos
avaliados, e das sondas berenil e acridina orange na auséncia e na presenca do ctDNA, bem
como do ctDNA livre no intervalo de 200-350 nm. A concentracdo dos compostos/sondas foi
de 10uM e 100 pM para o ctDNA. Pardmetros instrumentais empregando fluorescéncia
molecular foram estabelecidos como Aem (composto/berenil) = 460 nm e Aem (AO) = 525 nm.
Essa avaliacdo foi realizada apenas para a classe das acridinas (PALCHAUDHURI;
HERGENROTHER, 2007).

2.3.7 Ensaios bioldgicos

Os derivados B-carbolinicos foram avaliados quanto a atividade antiproliferativa frente
a sete linhagens de células tumorais humanas, sendo estas: mama (MCF-7), ovario resistente
(NCI-ADR/RES), ovério (OVCAR-03), pulm&o (NCI-H460), colon (HT-29), prostata (PC-3)
e melanoma (UACC-62), obtidas junto ao Frederick Cancer Research & Development Center
— National Cancer Institute - Frederick, MA, USA. Todos os compostos foram avaliados em
triplicata, utilizando como controle positivo o quimioterapico doxorrubicina.e a concentragdo
gue inibe 50% do crescimento celular (ICsp) foi determinada por meio da andlise de regressdo
linear da curva dose-resposta para cada linhagem celular, sendo os compostos com ICsp>
100uM considerados inativos. A sintese,caracterizacdo e resultados biologicos destas
moléculas foram publicadas recentemente (SAVARIZ, et al., 2014).

As aldiminas foram testadas quanto a sua atividade antiproliferativa frente as mesmas
linhagens anteriores, acrescentando a VERO (celula epitelial renal de macaco). A
sintese,caracterizacdo e resultados bioldgicos destas moleculas foram publicadas
recentemente (SILVA, 2013).
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As acridinas foram avaliadas quanto a sua atividade antimalarica frente a linhagem de
P. falciparum resistente a cloroquina (W2), utilizando como controle positivo células
hospedeiras de hepatoma humano (HepG2). Cada composto foi inicialmente testado a uma
concentracdo de 10uM, em triplicata, e os valores de 1Csy foram obtidos usando no minimo
cinco concentragbes. A partir da razdo entre a dose toxica para 50% das células e sua
atividade anti-P. falcipaum foi possivel obter o indice de seletividade dessas moléculas.

2.3.8 Tratamento dos dados

Apols a aquisicdo dos dados, todos os resultados foram tratados empregando o
programa Originlab versdo 9.0 (Northampton, USA) e o Excel 2010 (Microsoft Office), onde
foi possivel obter informagdes para o célculo dos parametros de ligacdo dos compostos ao
CtDNA.



Tabela 1- Concentracdes utilizadas nos ensaios realizados para cada classe de compostos avaliada.
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Concentrac0es utilizadas

CLASSE i 5
Tltylaga(_) Kl BE AO UV-Vis
fluorimétrica
C:compostoz S5 uM Cge =2 puM
- Ceomposto= 9 UM Ccomposto= 10 UM
p-carbolinicos Cctona= 50 pM Cciona =6 UM -
C:ctDNA: 215 a 500 IJ-M CctDNA: 100 |J.M
CK| = 5 a 150 mM Ccomposto :15 a 120 uM
Ceomposto= 20 UM Cge =10 pM
.. C:composto: 20 uM P Ccomposto: 10 uM
Aldiminas Ceiona= 13,3 M Cctiona =100 uM -
CctDNA: 1,6 240 IJM CctDNA: 60 HM
Ccomposto= 5 UM Cao=2uM
. Ccomposto= 10 UM Ceomposto= 25 UM
Acridinas Cetona= 50 |J.M - Ccona =6 HM
C.ona= 10 a 300 HM Cepna= 6,25 - 300 }/LM
CK| = 5 a 150 mM Ccomposto = 5 a 60 HM

Fonte: elaborado pela autora, 2016.
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2.4 Docking molecular

Os estudos por docking molecular foram realizados em colaboracdo com o professor
Thiago Mendonca de Aquino apenas para as classes dos derivados -carbolinicos e acridinas.

Assim, as estruturas desses compostos foram primeiramente tratadas com base na
teoria semi-empirica ao nivel PM3 usando o software ArgusLab v. 4.0.1. As estruturas
otimizadas com a menor energia foram utilizados para os calculos de docking molecular,
devido a sua maior estabilidade.

As ferramentas MGL 1.5.4 com AutoGrid4 e AutoDock4 foram usadas para criar e
executar calculos de encaixe entre as moléculas e a sequéncia de DNA selecionada. A
estrutura do dodecamero (CGCGAATTCGCG),'(PDB ID: 1BNA) foi empregada como
modelo de DNA. A mesma foi obtida a partir do Protein Data Bank
(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). Arquivos do receptor (DNA) e ligantes (derivados
[-carbolinas/acridinas) foram fornecidos usando as ferramentas AutoDock. O receptor foi
tratado como uma molécula rigida, enquanto que os ligantes foram tratados como flexiveis o
que significa que todas as tor¢des que ndo fossem de anéis foram mantidas (DELANO, 2002).

Os heteroatomos, incluindo moléculas de agua foram excluidos (SHI, et al., 2015). Os
atomos de hidrogénio polares foram adicionados nas moléculas de DNA. Em seguida, as
cargas parciais atbmicas do DNA e dos derivados B-carbolinicos/acridinas foram calculados
utilizando os métodos Gasteiger Marsili e Kollman, respectivamente. O DNA foi colocado
dentro de uma caixa com coordenadas atdbmicas nos sentidos X x y x z, 94 x 104 x 126 e um
espacamento de 0,375 A. Foram utilizados para realizar calculos de docagem molecular,
como implementado no AutoDock, algoritmos genéticos lamarckianos (SHAHABADI; FILI;
KHEIRDOOSH, 2013). O numero de algoritmo genético executado e o niumero de avaliagdes
foram definidos para 100 e 2,5 milhGes, respectivamente. Todos 0s outros parametros
utilizados foram com configuracdes padrdo do programa. Para cada um dos processos de
docagem, a conformacdo de menor energia foi selecionada como o modo de ligacdo, de
acordo com a fungdo de escore do AutoDock. Os dados obtidos com AutoDock foram
interfaceados com PyMOL.

Os modelos moleculares foram construidos para discutir os modos de ligacdo por
docagem usando o programa AutoDock para as interacbes dos derivados -
carbolinicos/acridinas com mdltiplos fragmentos de DNA (SHAHABADI; FILI;

! Modelo de DNA utilizado nos estudos de docking molecular devido ao niimero de bases, baseado no trabalho
de Shahabadi e colaboradores (2013).
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KHEIRDOOSH, 2013). O complexo resultante foi utilizado para calcular os parametros de
energia que podem justificar os resultados espectroscopicos (ARJMAND, et al., 2012). Para
melhor precisdo nos resultados, os célculos de energia usando AutoDock Vina foram
realizadas a partir das 20 conformagdes mais importantes para cada derivado p-
carbolina/acridina estudado (TROTT; OLSON, 2010). A partir dos calculos Vina, o
confémero com energia de ligacdo minima foi escolhido a partir de 1 minimo de energia
conformacional (desvio de minimos quadrados; RMSD = 0,0) a partir de 20 corridas
(SHAHABADI; FILI; KHEIRDOOSH, 2013).



67

REFERENCIAS

ARJMAND, F., et al. Molecular drug design, synthesis and crystal structure determination of
Cu'" - Sn'" heterobimetallic core: DNA binding and cleavage studies. European Journal of
Medicinal Chemistry, Franca, v. 49, p. 141-150, Jan., 2012.

DeLano, W. L., The PyMOL User's Manual, DeLano Scientific, CA, 2002.

PALCHAUDHURI, R.; HERGENROTHER, P. J. DNA as a target for anticancer compounds:
methods to determine the mode of binding and the mechanism of action. Current Opinion in
Biotechnology, Estados Unidos, v. 18, p. 497-503, Nov., 2007.

SAVARIZ, F.C., et al. Synthesis and antitumor activity of novel 1-substituted phenyl 3-(2-
0x0-1,3,4-oxadiazol-5-yl) B-carbolines and their Mannich bases. Bioorganic & Medicinal
Chemistry, Brasil, v.22, p.6867-6875, Out., 2014.

SHAHABADI, N.; FILI, S. M.; KHEIRDOOSH, F. Study on the interaction of the drug
mesalamine with calf thymus DNA using molecular docking and spectroscopic techniques.
Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology, Iran, v.128, p. 20-26, Ago.,
2013.

SHI, J. H., et al. Binding interaction between sorafenib and calf thymus DNA: Spectroscopic
methodology, viscosity measurement and molecular docking. Spectrochimica Acta Part A:
Molecular and Biomolecular Spectroscopy, China, v. 136, p.443-450, Set., 2015.

SUN, Y., et al. Studies of interaction between two alkaloids and double helix DNA. Journal
of Luminescence, China, v.156, p.108-115, Ago., 2014.

TROTT, O.; OLSON, A. J. Software News and Update AutoDock Vina: Improving the Speed
and Accuracy of Docking with a New Scoring Function, Efficient Optimization, and
Multithreading. Journal of Computational Chemistry, California, v. 31, p. 455- 461, Abr.,
2010.



68

3 ARTIGO 1- DERIVADOS B-CARBOLINICOS?
3.1 Introducgéo

Os compostos B-carbolinicos s@o um grupo abrangente de alcaloides inddlicos naturais
e sintéticos que possuem em comum um anel triciclico pirido[3,4-b]indol em sua estrutura,
essas moléculas podem ser classificadas de acordo com a saturagdo do anel de seis membros
contendo nitrogénio (CAO, et al., 2007). Estudos indicam que estes alcaloides possuem
diversas acOes farmacologicas, dentre elas, acdo anticonvulsiva, antiviral, antitumoral,
antiproliferativa e atividade antimicrobiana (CAO, et al.,, 2007; HERRAIZ; GALISTEO,
2015; SARKAR; BHADRA, 2014; KHAN, et al., 2013; PATEL, et al., 2012). Além disso,
atuam como agentes intercalantes ao DNA e s&o capazes de inibir as enzimas Topoisomerases
I e Il (GUAN, et al.,, 2006; DEVEAU, et al., 2001; XIN, et al., 2012), as quais sao
responsaveis por regular processos como transcricdo, replicacdo e recombinacdo do DNA
(SRIDEVI, et al., 2015; WEBB; EBELER, 2003).

Diante das diferentes atividades demonstradas por essas moléculas, o grupo de
pesquisa de Produtos Naturais Estrutura, Conformacdo e Atividade Bioldgica do
Departamento de Quimica da Universidade Estadual de Maringa (UEM) tem nos altimos
anos, sintetizado e avaliado atividade biolégica de compostos B-carbolinicos com diferentes
padrGes de substituicdo na posicdo 1 e 3 do anel triciclico. O Esquema 1 apresenta uma
compilacdo de alguns trabalhos desse grupo destacando compostos com diferentes atividades
bioldgicas (BARBOSA, et al., 2011; TONIN, et al., 2010; FORMAGIO, et al., 2008;
PEDROSO, et al., 2011; SAVARIZ, et al., 2012; SAVARIZ, et al., 2014; FORMAGIO, et al.,
2009).

! Esta segdo foi transformada em dois artigos, onde as capas dos mesmos encontram-se na sec&o 8.
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Esquema 1- Compostos B-carbolinicos selecionados que foram sintetizados pelo grupo de
Produtos Naturais Estrutura, Conformacdo e Atividade Bioldgica (UEM) e respectivas
atividades biologicas.

H  JCg= 0.25 pM antileishmanicida (promastigote)
ICs;= 3.22 pM antileishmanicida (epimastigote)

N
N~ \>,srn,
|
0

ICg= 0.47 pM virus HSV-1
ICg,= 0.87 uM poliovirus

IC5= 2.6 pM antitripanossoma (promastigote)
1C5= 1.0 pM antileishmanicida(amastigote)

IC5;= 0.48 pM antitumoral (glioma)
IC5= 1.07 uM antitumoral (ovirio)
IC5= 1.50 pM antitumoral (prostata)

1Cg= 0.67 pM antitumoral (ovirio)
1Cg,= 0.88 pM antitumoral (mama)

Fonte: elaborado pela autora, 2016.

Alguns trabalhos com enfoque em outras classes de compostos vém tentando
estabelecer a existéncia da relagdo entre os valores das constantes de ligagdo com DNA (K) e
parametros de atividade in vitro para algumas doengas que possuem o DNA como alvo,
visando avaliar o mecanismo de acdo responsavel pela atividade bioldgica (MCKEEVER,;
KAISER; ROZAS, 2013; RODRIGUEZ, et al., 2008; DZIEGIELEWSK], et al., 2002).

Neste sentido, vale destacar estudos com derivados aminoalquilguanidinas
diaromaticas com atividade antiprotozoaria (malaria) que apresentaram coeficiente de
correlagdo (r, coeficiente de Pearson) igual a 0,9327 para relagdo entre K, e ICs
(MCKEEVER; KAISER; ROZAS, 2013). Nesta mesma linha, foram avaliadas as correlagdes
quanto a atividade antitripanossomal e o valor de K, (interacdo com DNA) obtendo-se 0,9056
para derivados bis(2-aminoimidazolina) e, 0,5994 quanto aos derivados bisguanidina
(RODRIGUEZ, et al., 2008). Estes dados indicam a contribuigéo da interacdo com o DNA
para o entendimento do mecanismo de a¢do desses compostos. Contudo, este comportamento
ndo pode ser generalizado, visto que, outros mecanismos também séo passiveis de ocorrer,
como observado para derivados imidazo acridinonas, que atuam como agentes antitumorais e
apresentaram baixa correlagéo entre Ky, e ICso (r = 0,07) (DZIEGIELEWSKI, et al., 2002).
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De maneira geral, foi observado que os estudos com compostos B-carbolinicos com
atividade bioldgica ndo apresentam um enfoque quantitativo (determinagdo da constante de
ligacdo, parametros termodinamicos e modo de ligacdo) em relacdo a interacdo com DNA.
Estes, de forma geral, se limitam a avaliar o processo de interacdo baseado apenas em
mudangas espectrais (UV-Vis ou fluorescéncia) na auséncia e presenca de DNA (CHEN, et
al., 2010a; CHEN, et al., 2010b; CAO, et al., 2005).

Desta forma, em virtude da atividade antitumoral significativa de derivados com
nucleo das B—carbolinas ja demonstrada em varios estudos, o objetivo principal do presente
trabalho é avaliar a interacdo de forma quantitativa entre doze compostos sintéticos derivados
da classe de alcaldides B-carbolinicos com DNA (Calf thymus, ctDNA), buscando
correlacionar os valores das constantes de ligacdo (Kp) obtidas com o ICs de sete linhagens
celulares tumorais avaliadas, visando inferir sobre o possivel mecanismo de acdo, quando

possivel, dos compostos frente a atividade antiproliferativa.

3.2 Objetivos Especificos

a) Empregar técnicas de fluorescéncia molecular para avaliar a interagdo entre doze derivados
B-carbolinicos e ctDNA (Calf thymus) simulando condicBes fisiologicas, e obter
parametros como: constantes de Stern-Volmer (Ksy), constantes de ligacdo (Kp),
estequiometria DNA-ligante (n) e energia livre de Gibbs (AG);

b) Explorar a técnica UV-Vis visando avaliar o mecanismo de quenching dominante no
processo de interacdo;

c) Determinar o modo de ligacdo DNA-ligante, por meio de ensaios com o iodeto de potassio
e estudos de competicdo com brometo de etidio;

d) Realizar estudo de desnaturagdo térmica visando confirmar o modo de ligagdo DNA-
ligante;

e) Realizar experimentos de docking molecular para os derivados mais ativos, a fim de
confirmar os resultados experimentais, prevendo o modo de ligacdo, bem como a energia
de ligacéo relativa ao complexo formado entre os compostos f3-carbolinicos e ctDNA,;

f) Correlacionar os valores das constantes de ligacdo (K,) obtidas com os valores de ICsy,
buscando relacionar a interacdo com ctDNA e inferir sobre o mecanismo de agéo da

atividade antiproliferativa.
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3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Considerag0es iniciais

As estruturas dos compostos B-carbolinicos avaliados estdo apresentadas no Esquema
2, onde o ndcleo bésico dessas moléculas foi substituido em dois pontos do anel aromatico
nitrogenado, nos carbonos 1 e 3. Dessa forma o composto 1a, por exemplo, tem na sua
estrutura o radical R; =1 e o radical R, = a, e a mesma ldgica se aplica as demais moléculas.
A sintese e caracterizacdo estrutural destes compostos foram publicadas recentemente
(SAVARIZ, et al., 2014).

Esquema 2- Estruturas dos compostos -carbolinicos avaliados.
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Fonte: elaborado pela autora, 2016.

Dentre os compostos avaliados o 3b (Esquema 2) foi o que apresentou a maior
constante de interacdo com ctDNA, assim este composto foi empregado como modelo para
apresentacdo dos resultados.

3.3.2 Avaliagéo da interagdo DNA-ligante por fluorescéncia molecular

Nos estudos empregando fluorescéncia molecular foi observado que todos os
compostos avaliados apresentaram emissdo na faixa de 410 a 430 nm quando excitados entre
280-286 nm. Assim, em funcdo desta caracteristica espectroscopica (capacidade de
fluorescer) os compostos -carbolinicos foram titulados com ctDNA. Foi observado que ao se
adicionar ctDNA ao sistema, ocorreu reducdo gradual da intensidade de fluorescéncia

intrinseca dos compostos. Este processo se deu em funcdo da diminuicdo da concentracdo
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livre dos mesmos, indicando qualitativamente que os compostos apresentam interagdo com o
acido nucleico por meio da formacdo do complexo supramolecular ndo fluorescente alcaloide-
ctDNA (SHI, et al., 2015). A Figura l1a apresenta o perfil espectral obtido para 0 composto
3b, comportamento similar foi observado para os demais derivados B-carbolinicos avaliados.

Em virtude da variagdo na fluorescéncia intrinseca do composto ao se adicionar
quantidades crescentes de ctDNA € possivel calcular a constante de Stern-Volmer (Ksy) € a
constante de ligacdo (Kp), entre o composto de interesse (ligante) e a macromolécula
(ctDNA).

Dessa forma, para determinar o valor da constante de Stern-Volmer, empregou-se a
seguinte equacgéo:

) Equagéo (3)

a qual ja foi descrita anteriormente. A constante de ligacdo (Ky,) e o nimero de sitios de
ligacdo (n) do complexo supramolecular formado entre os compostos avaliados e ctDNA foi
realizada a partir de uma titulacdo fluorimétrica (PLSIKOVA, et al., 2012). Estes parametros
foram calculados de acordo com a seguinte equacao:

Iog@z logK, +nlog[Q] Equacéo (4)

Os valores de Ky, e n sdo obtidos a partir da curva de log(Fo — F)/F vs log[ctDNA]. As
Figuras 1b e 1c apresentam os perfis das curvas para 0 composto 3b a partir da linearizacéo
das equac0es (1) e (2), respectivamente. A Tabela 1 mostra os resultados obtidos para essa
avaliacdo.

Figura 1- Resultados obtidos para avaliagdo da interacdo DNA-ligante por fluorescéncia
molecular .a) Perfil espectral do composto 3b (5,0 pM) com adic¢é@o de incrementos crescentes de
ctDNA; b) Gréfico de Stern—Volmer para o composto 3b (processo de quenching); c¢) Curva
logaritmica dupla para calculo da constante de ligacdo do composto 3b com o ctDNA. Condicéo:
pH = 7,4 (Tris=HCI 50 mM e 100 mM NacCl) a 30 °C.
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Fonte: elaborado pela autora, 2016.



Tabela 1- Parimetros de interacgiio do ctDNA com os compostos f3-carbolinicos a 30 °C.

Constante Stern-Volmer

Parametros de Ligacéo

Parametros Termodinamicos

Compostos
Ksy (10° L mol™) r Ky (10* L mol™) n r AG (kJ mol™)?
la 4,21+0,38 0,9880 7,76 +0,01 1,32+ 0,05 0,9985 - 27,89
1b 4,26 + 0,04 0,9835 39,8 +0,01 1,51+0,10 0,9928 -31,95
1c 4,69 0,16 0,9961 0,95 + 0,01 1,07 £ 0,09 0,9854 - 22,69
2a 1,94 £0,01 0,9896 0,19 £0,01 0,99 +0,10 0,9955 -18,70
2b 56,5+ 3,8 0,9910 72,4 +0,02 1,22 0,27 0,9550 -33,43
2c 8,20 £ 1,79 0,9358 0,033+0,001 0,66 0,16 0,9486 -14,37
3a 1,76 £ 0,04 0,9965 0,063+0,001 0,88 0,02 0,9967 -15,97
3b 5,09 + 0,36 0,9901 182 +1 1,63 + 0,07 0,9968 -35,71
3c 3,82+0,17 0,9901 10,72 + 0,07 1,40 0,01 0,9993 - 28,69
4a 5,02 + 0,38 0,9886 0,302+0,001 0,96 + 0,05 0,9956 -19,85
4b 10,68 + 0,46 0,9963 77,62+ 0,01 1,43 £0,06 0,9975 - 33,60
4c 5,23 £0,17 0,9958 0,038+0,001  0,71+0,04 0,9826 -14,72

Fonte: elaborado pela autora, 2016.

Nota: # Os valores da energia livre de Gibbs foram calculados conforme a equagdo: AG = -RT InK,.
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A reducdo da intensidade de fluorescéncia do ligante na presenca de uma
macromolécula é um indicio de que ocorreu interacdo. Para tanto, € necessario que ocorra
transferéncia de energia do ligante para o DNA, sendo este processo denominado de
quenching e a relacdo quantitativa deste evento pode ser obtida empregando a constante de
Stern-Volmer (Ksy) (WU, et al., 2011). Com base na Tabela 1 foi observado que os valores de
Ksv variaram de 1,94 a 56,5 x10° L mol™, indicando que houve interagdo de todos os
derivados B-carbolinicos avaliados com ctDNA.

Os valores das constantes de ligacdo (K;,) obtidos para os complexos formados com
DNA variaram de 3,30x10? a 1,82x10° L mol™. De modo geral, os compostos com o radical
N,N-dimetilanilina (radical b) apresentaram maiores valores das constantes de ligagéo (39,8 —
182x10* L mol™?), o que pode estar relacionado com a presenca de um substituinte
nitrogenado ligado diretamente ao anel aromatico, aumentando a polaridade da molécula e,
sobretudo, possibilitando a presenca de uma carga positiva, a partir da protonagéo do grupo —
N(CH3), em func¢éo do valor de pH (7,40), no qual os experimentos foram conduzidos.

De acordo com a literatura, a presenca de grupos positivos na estrutura da molécula,
como grupo amino protonado (dependente do pH) ou nitrogénio quaternario (ndo dependente
do pH), conduz a uma maior interacdo entre o ligante e 0 DNA. Este fato é reforcado em
funcdo de algumas moléculas como brometo de etidio, acridina orange, azul de metileno,
tioflavina T e Hoechst 332585®, apresentarem uma carga positiva e forte interacdo com DNA
(NAFISI, et al., 2007; RAMARAJ; ILANCHELIAN, 2004; CHOI, et al., 2006).

Os compostos substituidos com radical fenil (radical a) apresentaram valores de K,
que variaram de 0,30 a 7,76x10* L mol™, visto que estes possuem como radical R, apenas o
anel aromatico. Enquanto que para os compostos contendo o radical o-cloro fenil (radical c),
de modo geral, os valores das constantes de ligacdo foram menores (0,03 — 10,7x10* L mol™)
guando comparados aos outros substituintes (nomeadamente, a e b), fato que pode ser
atribuido em parte ao impedimento estérico e a densidade eletrdnica negativa do substituinte
cloro do ligante adjacente, que diminui a afinidade ao DNA, pois 0s grupos fosfatos possuem
densidade de carga negativa, podendo diminuir a interacdo desses compostos nos sulcos da
biomolécula (SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013).

Assim, em termos gerais observou-se que os valores das constantes de ligacdo
seguiram a seguinte ordem dentro de uma mesma série (sendo R; fixo) para substituicdo em
R, quanto aos radicais: b > a > c. Destaca-se que os valores das constantes de ligacdo obtidos
para os derivados B-carbolinicos e ctDNA corroboram com alguns trabalhos da literatura,

como os estudos desenvolvidos por Sarkar e colaboradores (2014), Jia e colaboradores (2015)



75

e Sarkar e Bhadra (2014), que também avaliaram derivados PB-carbolinicos e obtiveram
valores das constantes na magnitude de 10*-10° L mol™.

Por fim, com base na Tabela 1 pdde ser observado que, em geral, para todos 0s
compostos avaliados o valor da propor¢do estequiométrica entre alcaloide B-carbolinico e
ctDNA foi proximo a unidade, indicando propor¢do molar de 1:1. Os valores relativos do
parametro termodinamico para energia livre de Gibbs (AG) foram todos negativos, indicando
que o processo de interagdo entre ctDNA e os compostos B-carbolinicos avaliados ocorre

espontaneamente.

3.3.3 Estudos por UV-Vis: avaliagdo do mecanismo de quenching

Ao se realizar estudos por fluorescéncia molecular, é fundamental a avaliagdo do tipo
de guenching dominante no processo de interacdo, o qual pode ocorrer de varias formas, com
destaque para o quenching dindmico (colisional) e estatico (formacdo de complexo) em
estudos de interagdo com DNA (LAKOWICZ, 2006).

A avaliagdo do tipo de quenching pode ser realizada a partir de estudo por UV-Vis
através dos espectros de absorcdo do ctDNA, do composto livre e do complexo formado
(Figura 2). Os valores de maxima absorcdo do composto 3b e ctDNA estdo localizados a 280
e 260 nm, respectivamente. Quando se adicionou ctDNA a solu¢do dos compostos [-
carbolinicos, ocorreu um aumento na absorvancia, isto é, um efeito hipercrémico, o que
indicou a interacdo da molécula com o ctDNA, corroborando com os resultados de

fluorescéncia molecular.

Figura 2- Espectro de absorcdo do composto 3b (10 pM), ctDNA (100 uM) e 3b-ctDNA.
Condigdo: pH = 7,4 (Tris—=HCI 50 mM, 100 mM NacCl) a 30 °C.
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Fonte: elaborado pela autora, 2016.
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Estas modificagbes podem ser observadas nos valores de absorvéncia da mistura 3b-
CtDNA (Acomplexo = 0,928), e a soma dos valores das absorvancias de 3b e ctDNA (Asp +
Acona = 1,015). Este resultado é um indicativo de que o mecanismo de quenching foi
estatico, pois AA = Acomplexo - (Acomposto + Aciona) = - 0,087. Como os valores de AA foram
diferentes de zero, indica que ocorreu alteracdo no estado fundamental em funcdo da
formacgdo do complexo 3b-ctDNA. Caso o mecanismo de quenching fosse dinamico, nédo
seriam esperadas mudancas no espectro molecular de absor¢do no UV-Vis do complexo
(Acomplexo = Asp + Actona), Visto que o quenching dinamico afeta somente o estado excitado, e
ndo o estado fundamental (WU, et al., 2011). Comportamento similar foi observado para os
demais compostos avaliados, como mostrado na Tabela 2 (SILVA, et al., 2016).

Tabela 2- Valores de absorvancia para os compostos p-carbolinicos avaliados (10 pM), ctDNA
(100 uM) e composto-ctDNA. Condicéo: pH = 7,4 (Tris—-HCI 50 mM, 100 mM NaCl) a 30 °C.

Com pOStO Acomposto ActDNA Acomplexo AA

la 0,162 0,696 0,773 - 0,085
1b 0,185 0,695 0,862 -0,018
1c 0,136 0,696 0,784 - 0,048
2a 0,045 0,695 0,786 + 0,046
2b 0,109 0,695 0,858 + 0,054
2c 0,059 0,695 0,792 + 0,038
3a 0,229 0,695 0,896 - 0,028
3b 0,325 0,690 0,928 - 0,087
3c 0,298 0,695 1,004 +0,011
4a 0,132 0,698 0,980 + 0,150
4b 0,068 0,705 0,775 -0,018
4c 0,150 0,695 0,857 + 0,012

Fonte: elaborado pela autora, 2016.
3.3.4 Avaliacdo do modo de ligacdo composto-ctDNA

Os ensaios visando avaliar o modo de ligacdo com ctDNA foram realizados com 0s
compostos contendo R; = 1 (classe contendo composto mais ativo, 1b) e 3 (classe contendo
composto com maior Ky, 3b) de acordo com Esquema 2. Assim, o0 modo de ligacdo entre os
derivados B-carbolinicos com ctDNA foi analisado avaliando o efeito de quenching do KI,
competicdo com brometo de etidio e perfil espectral da desnaturagdo térmica (REHMAN, et
al., 2015a; SARWAR, et al., 2015).

Para o ensaio do KIl, as constantes de Stern-Volmer foram calculadas de acordo com
a equacao (3), onde [Q] corresponde a concentracdo do quencher, no caso KI. A Figura 3

mostra os resultados para essa avaliagéo.
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Figura 3- Avaliagdo do modo de ligagdo DNA-ligante. a) Valores de Ks, dos compostos f-
carbolinicos (5,0 pM) por meio do quenching do KI na auséncia e presenca de ctDNA (50 pM).
b) Decréscimo da intensidade de fluorescéncia do sistema BE-DNA por competi¢do do composto
3b. Concentracio do BE e ctDNA foram 2,0 e 6,0 pM, respectivamente. Condigdo: pH = 7,4
(Tris-HCI 50 mM, 100 mM NacCl) e A = 525 nm a 30 °C.

20 Kl E —— BE-DNA

EKI +DNA a) b)  3b(5uM)
600 ——3b (30 pM)
—— 30 (45 uM)
——3b (60 M)
—— 3b (90 uM)
—— 3b (120 uM)
— BE

16

450

4 150

T T T T T T T T T T T
la b = 3 3B 3 575 600 625 650 675 700
Compostos A/nm

Fonte: elaborado pela autora, 2016.

Nota-se a partir da Figura 3a que os valores de Kgy para duas classes de
compostos B-carbolinicos avaliadas foram sistematicamente menores na presenga de ctDNA.
Esse perfil € um indicio de que o modo de interacdo ocorre preferencialmente por
intercalacdo, pois a molécula estd protegida entre as bases do ctDNA, desta forma, nédo
acessivel ao ion iodeto. Assim, os valores de Ksy sdo menores na presenca de ctDNA, pois
existe uma quantidade menor do composto livre em solucdo. Caso os valores de Ksy na
presenca de ctDNA tivessem sido maiores, seria um indicativo que o iodeto teria acesso ao
composto, e assim, 0 modo de ligagdo mais provavel ndo seria por intercalacdo (SAVARIZ, et
al., 2014; REHMAN, et al., 2015a).

Outro experimento para confirmar que os compostos avaliados realmente interagiam
por intercalagdo consistiu no ensaio de competicdo com brometo de etidio. O brometo de
etidio (BE) na forma livre apresenta baixa emissdo de fluorescéncia, contudo quando o
mesmo intercala com DNA, ocorre um aumento considerdvel da intensidade de fluorescéncia,
como pode ser observado na Figura 3b.

Nos estudos realizados empregou-se um excesso de até 60 vezes dos compostos fB-
carbolinicos em relacdo a concentracdo inicial de brometo de etidio. Foi observado que a
intensidade de emissdo da BE-DNA diminuia a medida que a concentragdo dos compostos
aumentava, obtendo-se redugdes na faixa de 15,9 a 61,3% do sinal, como apresentado na
Tabela 3. Nota-se que a ordem de magnitude quanto ao decréscimo do sinal esta relacionada a
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capacidade de deslocar o BE do DNA, obtendo-se em ambas as classes de compostos
avaliados a seguinte ordem: b > a > ¢, seguindo a mesma tendéncia para os valores de K,
(Tabela 1). Desta forma, pode-se concluir que o modo de ligagdo dos compostos avaliados
ocorre de forma similar ao brometo de etidio, corroborando com os resultados da avaliacdo
dos dados no ensaio com KI, e reforcando a proposta da interacdo dos compostos [3-

carbolinicos por intercalacdo (SILVA, et al., 2016).

Tabela 3- Parametros relativos ao deslocamento do brometo de etidio por ensaio de competicéo
do complexo BE-DNA com compostos B-carbolinicos (120 pM) avaliados (30 °C).

Compostos . BE-DNA L
Decréscimo do sinal de fluorescéncia, %
la 25,7
1b 61,3
1c 15,9
3a 42,8
3b 46,2
3c 30,8

Fonte: elaborado pela autora, 2016.

A dupla hélice do DNA é considerada estavel devido as ligacGes de hidrogénio e
interacOes entre as bases. A dupla hélice pode se dissociar em cadeias simples devido ao
enfraquecimento das varias forcas de ligacdo com o aumento da temperatura. A temperatura
em que uma amostra de DNA esta 50% na forma de fita simples e 50% na forma de fita dupla
é denominada como temperatura de desnaturacdo (T,) e esta fortemente relacionada com a
estabilidade da estrutura dupla hélice (LIU, et al., 2011). Por intercalagdo de pequenas
moléculas no interior da dupla hélice de DNA, ha um aumento na temperatura de
desnaturacdo do DNA (T,) acima de 5°C (SARWAR, et al., 2015; SHEN, et al., 2011). Esta
maior variacdo positiva na temperatura de desnaturacdo € atribuida ao aumento da
estabilidade da dupla hélice de DNA devido a intercalacdo de compostos entre as bases. No
entanto, quando a molécula ndo interage por intercalacdo ndo é observado aumento acima de
5° C no valor de T,.

Adicionalmente, a ligacdo dos compostos em estudo com ctDNA foi avaliada através
de ensaios relativos a temperatura de desnaturacdo do referido DNA. Assim, foi calculado o
valor de T, na auséncia e na presenca dos compostos avaliados e os valores de absorvancia
foram monitorados a 260 nm, numa faixa de 35-100°C. Para o célculo do T, empregou-se a
equacéo 2:

_ A-A, Equacéo (2)

fSS
Af - Ao
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onde fg, corresponde a fracdo de DNA como fita simples, As e Ag representa os valores de
absorvancia méximo (DNA na forma de fita simples) e minimo (DNA na forma de fita dupla)
a 260 nm, respectivamente.

A temperatura de desnaturacdo de DNA (T, foi definida quando fs corresponde a
0,5. Representando graficamente fss versus a temperatura (mostrado na Figura 4), o valor de
T pode ser obtido.

Figura 4- Curva de desnaturacdo térmica do ctDNA a 260 nm na auséncia e na presen¢a do
composto. Condicéo: pH = 7,4 (Tris-HCI 50 mM, 100 mM NaCl) a 30°C.
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Fonte: elaborado pela autora, 2016.
Assim, de acordo com a Figura 4 p6de-se observar que houve variacdo na temperatura
de desnaturagdo do DNA em relacdo ao complexo formado, indicando que ocorreram
mudangas na estabilidade da estrutura dupla hélice da biomolécula. A Tabela 4 mostra os

resultados obtidos para os demais compostos avaliados.

Tabela 4- Resultados referentes ao estudo de desnaturagdo térmica do ctDNA frente aos
compostos selecionados.

Compostos ATy, °C
la 7,707
1b 10,4+0,9
1c 75+0,5
3a 7,8+0,6
3b 84+05
3c 7,7+0,3

Fonte: elaborado pela autora, 2016.

De acordo com os resultados obtidos, na auséncia dos alcaloides observou-se que 0
valor de T, correspondeu a 74,9 £ 1°C, no entanto na presenca dos compostos avaliados, esse

valor apresentou um ATy, de 7,5 £ 0,5 a 10,4 £ 0,9. Estes resultados indicam que o0 modo de
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ligagdo dos compostos -carbolinicos em estudo com o ctDNA se da preponderantemente via
intercalagdo ao DNA, confirmando os ensaios anteriores (SARWAR, et al., 2015; SHEN, et
al., 2011).

3.3.5 Andlise de correlacao

Os compostos B-carbolinicos foram testados quanto a atividade antiproliferativa
frente a sete linhagens de células tumorais humanas (SAVARIZ, et al., 2014), sendo estas:
mama (MCF-7), ovario resistente (NCI-ADR/RES), ovario (OVCAR-03), pulméao (NCI-
H460), célon (HT-29), préstata (PC-3) e melanoma (UACC-62). A partir dos valores de logKp
foi avaliado o grau de correlacdo através do coeficiente de determinacéo () e dos valores de
ICso}. Este ensaio visou observar se as variaveis independentes (K, e ICsp) estdo relacionadas
e, desta forma, se o mecanismo de acdo dos compostos avaliados pode ser associado a
interacdo com DNA.

A Figura 5 apresenta os coeficientes de determinacdo obtidos para 0s compostos
citados e todas as linhagens de células avaliadas, exceto melanoma (UACC-62). Para esta
linhagem a correlacdo foi muito baixa, sendo r* = 0,0974, indicando que para este sistema a
interacdo com DNA néo deve ser o principal mecanismo de acao.

Neste estudo, consideraram-se apenas 0S compostos que se apresentaram contidos ou
préximos ao intervalo de confianca estabelecido estatisticamente. Neste caso, foi empregado
um nivel de confianca de 95%. Assim, para a maioria das linhagens foram obtidas duas faixas
de correlagéo frente aos compostos mais ativos.

De acordo com a Figura 5 foi possivel relacionar as atividades antiproliferativas
empregando no minimo sete (mama, MCF-7) e no maximo onze compostos (c6lon, HT29).
Verificou-se de forma geral duas faixas de correlagdo onde r? variou de 0,5360 (pulmao, NCI-
H460) a 0,9600 (célon, HT29), com excecdo para mama (MCF-7) onde se observou apenas
uma faixa linear (r* = 0,7629). De acordo com os resultados, obteve-se uma tendéncia inversa,
sendo que quanto maior o valor da constante de interagdo com ctDNA menor o valor de ICsp,

e desta forma, mais ativos foram os compostos para aquela linhagem celular avaliada.

! Concentragdo minima do farmaco capaz de produzir citoxicidade de 50% da cultura celular (MENSAH, A. A, et al., 2014).



Figura 5- Gréfico de correlacgdo linear do I1Csy (uM) vs logK,, a 95% de intervalo de confianca (linhas verdes e azuis).
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Em relacdo aos compostos com os maiores valores de constante de ligacdo (Ky)
merece destaque aqueles com radical R, igual ao grupo fenil N,N-dimetilanilina
nomeadamente 1b e 3b que estiveram presentes em todas as correlacdes e também sdo 0s
compostos mais ativos, seguidos de 4b e 2b (SAVARIZ, et al., 2014). Assim, é provavel que
0 mecanismo de acdo dos compostos p-carbolinicos avaliados esteja relacionado a interacédo
com DNA. Contudo, pode-se inferir que os compostos 1b e 3b por estarem presentes na
correlagdo para todas as linhagens (Figura 5) apresentam baixa seletividade quanto as
linhagens celulares avaliadas. No entanto, os compostos 4b e 2b foram mais seletivos, visto
apresentarem boa atividade somente para as linhagens celulares ovario resistente, ovario e

préstata, respectivamente (SILVA, et al., 2016).

3.3.6 Estudos de docking molecular

O docking molecular desempenha um papel importante no processo de interacao entre
pequenas moléculas e o alvo bioldgico, uma vez que fornece informagdes sobre 0 mecanismo
de ligacdo e a formacdo de complexo energeticamente favoravel, contribuindo na concepcéo
de novos farmacos (REHMAN, et al., 2015b). Nesse sentido, estudos de docagem molecular
foram realizados a fim de confirmar os resultados experimentais, prevendo o modo de ligacéo,
bem como a energia de ligagdo relativa ao complexo formado entre as f-carbolinas e o
CtDNA.

Para os estudos de docking molecular foram utilizados apenas 0s compostos mais
ativos e consequentemente 0s que apresentaram maiores valores de Ky (1b, 2b, 3b e 4b), com
o intuito de avaliar a coeréncia dos resultados obtidos experimentalmente através das técnicas
espectroscopicas. Dessa forma, o radical R, foi mantido fixo e o R; foi variado nos alcaloides
avaliados conforme o Esquema 2.

Nesses experimentos, inicialmente a estrutura de cada composto foi desenhada e
submetida a otimizacdo de energia, em seguida, foram importados para a estrutura do DNA
para o processo de docagem. As conformagdes mais favoraveis dos derivados [3-carbolinicos
obtidas por docking foram analisadas. Os valores negativos das energias de ligagao, -9,2 (1b);
-8,6 (2b); -9,4 (3b) e -9,3 (4b) kcal mol™, indicaram um maior potencial de ligacdo dos
compostos com o ctDNA através de interacbes ndo covalentes, sendo consistente com 0s
estudos espectroscopicos. Para todos os compostos avaliados por docking, observaram-se
algumas alteragdes conformacionais nas moléculas apds a ligacdo, e uma preferéncia para a
intercalacdo em groove menor pode ser vista (Figura 6). Resultados semelhantes foram

observados com outros derivados B-carbolinicos, onde o modo de intercalagdo em groove



83

menor foi preferido em relacéo a intercalagdo em groove maior e intercalagdo cléassica (WU,
et a., 2009). A Figura 6E indica que a substituicdo do grupo morfolil (3b) influencia a
acomodacdo no interior da cavidade do ctDNA, visto que este composto pode interagir em
uma regido diferente no DNA em relacdo aos outros ligantes. Além disso, os derivados 1b, 2b
e 4b formaram liga¢des de hidrogénio envolvendo somente o anel 1,3,4-oxadiazol-3-ona.

Figura 6- Estruturas moleculares ancoradas dos derivados B-carbolinicos complexadas com o
DNA. A: 1b; B: 2b; C: 3b; D: 4b; E: conjunto — 1b (verde); 2b (rosa), 3b (roxo), 4b (amarelo).

Fonte: elaborado pelo professor Thiago Mendonca de Aquino, 2016.

Neste modelo, para o composto que exibiu melhor valor das energias de ligacdo (3b),
os residuos (bases) de DNA C21, C23, G22 e C3, A6, e T7 desempenharam um papel
importante no sitio de ligagdo, resultando em contato proximo com a superficie da molécula

através de interagdes hidrofobicas. Além disso, o anel B-carbolinico é inserido entre os pares
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de bases do DNA formando ligaces de hidrogénio entre os anéis de piridina e o anel com
residuos de G4 e A5, respectivamente (Figura 7).

Dessa forma, estudos realizados por docking molecular foram consistentes com o0s
resultados espectroscopicos, e, portanto, reforcam a proposta de que a interacdo dos derivados
B-carbolinicos com o DNA deva ser o mecanismo preferencial de agdo biologica destes
compostos.

Figura 7- Docking molecular do composto 3b mostrando significativas ligacdes de hidrogénio
(pontos verdes) e interagGes hidrofdbicas (esferas cinzas) com DNA.

D17

DA5

DG4
Fonte: elaborado pelo professor Thiago Mendonga de Aquino, 2016.

3.4 Concluséao

Os compostos avaliados neste estudo apresentaram interacdo significativa com o
modelo de DNA empregado com formacgédo de um complexo supramolecular ndo fluorescente,
caracterizando o mecanismo de quenching estatico.

As constantes de ligacdo (Kp) variaram de 3,30x10% a 1,82x10° L mol™. De modo
geral, observou-se que os alcaloides com o radical N,N-dimetilanilina (radical b) apresentaram
maiores valores de Ky (3,98x10° — 1,82x10° L mol™), enquanto que para 0s compostos com o
radical o-cloro fenil (radical c), os valores foram sistematicamente menores (0,03 — 10,7 x10*
L mol™). Os valores das constantes de ligagdo seguiram a seguinte ordem dentro de uma
mesma série (sendo R; fixo) para substituicdo em R, quanto aos radicais: b >a > c.

De acordo com o ensaio com KI, competicdo com brometo de etidio e perfil da
desnaturacdo do DNA em funcéo da temperatura (Tr,), foi possivel inferir que os compostos
avaliados interagem com o ctDNA preferencialmente via intercalacao.

Uma vez estabelecido os valores de K foi possivel estabelecer correlagéo linear com
os valores de ICsp (UM) para um intervalo de 95% de confianca frente a sete linhagens

celulares. Nesta avaliacdo, foi possivel observar tendéncia linear para a maioria dos alcaloides



85

avaliados obtendo-se valores de r* de 0,5360 (pulmao, NCI-H460) a 0,9600 (c6lon, HT-29),
com excecdo para melanoma (UACC-62), onde a correlacdo foi baixa (r* = 0,0974), indicando
que para este sistema a interacdo com DNA néo deve ser o principal mecanismo de acdo. Os
compostos f-carbolinicos 1b e 3b por estarem presentes na correlacdo para todas as linhagens
ndo apresentaram seletividade, ja& os compostos 4b e 2b foram seletivos, para as linhagens
celulares ovario resistente (NCI-ADR/RES), ovério (OVCAR-03) e prostata (PC-3),
respectivamente.

Adicionalmente, através de estudos de docking molecular, observou-se que 0
composto 3b apresentou menor valor de energia de ligacdo e que a interagdo com o0s residuos
C21, C23, G22 e C3, A6, e T7 do DNA desempenharam um papel importante no local de
ligacdo. Além disso, esses resultados indicaram que a presenca do grupo morfolil (em R»)
influencia na ancoragem de 3b no interior da cavidade do DNA, enquanto os derivados 1b, 2b
e 4b formam ligagdes de hidrogénio envolvendo apenas o anel 1,3,4-oxadiazol-3-ona.

Por fim, a partir do conjunto de resultados obtidos de diferentes técnicas é possivel
sugerir que o mecanismo preponderante de agdo dos compostos [B-carbolinicos esteja

diretamente relacionado a interacdo com DNA como principal alvo bioldgico.
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4 ARTIGO 2- ALDIMINAS
4.1 Introducgéo

Bases de Schiff também conhecidas como iminas ou azometinas, sdo compostos
nitrogenados que apresentam estrutura andloga a de um aldeido ou cetona, sendo que 0 grupo
carbonila é substituido por uma ligacdo dupla carbono-nitrogénio (grupo imina, representado
em azul na Figura 1). Podem ser classificadas como aldiminas (derivadas de aldeidos) ou
cetiminas (derivadas de cetonas) (SILVA, et al., 2011a; MAGALHAES, et al., 2013).

As aldiminas sdo compostos que apresentam uma ampla gama de atividades
bioldgicas, incluindo antifingica, antibacteriana, antimalarica, antiproliferativa, anti-
inflamatoria, antiviral e antipirética (SILVA, et al., 2011a). Diversos compostos naturais e
sintéticos biologicamente ativos possuem em sua estrutura o grupo funcional imina e sua
presenca tem importancia fundamental para as atividades bioldgicas observadas (SILVA,
2013; SILVA, et al., 2011b). A Figura 1 apresenta uma compilacdo de alguns trabalhos
destacando compostos que possuem em sua estrutura o grupamento imina, e que apresentam
diferentes atividades bioldgicas (OZKAY, et al., 2008; KAMEL, et al., 2010; CHENG, et al.,
2010; SILVA, et al., 2011a; SILVA, 2013).

Figura 1- Moléculas contendo grupo imina (em azul) que apresentam potente atividade biol6gica
frente a diferentes patologias.
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Na Figura 1, séo apresentados parametros que expressam a magnitude da atividade
desses compostos, como a concentracdo inibitéria minima (CIM), a qual indica a menor
concentracdo capaz de inibir o crescimento da linhagem celular; e 0 ICsy que se refere a
concentracdo do farmaco que causa a inibicdo de 50% do crescimento celular.

Devido a essas propriedades farmacologicas, as bases de Schiff tém se mostrado
importantes candidatas a farmacos. Além disso, apresentam importantes propriedades
quimicas e biologicas tais como: a habilidade de se ligar reversivelmente ao oxigénio,
promover reacdes redox em sistemas biologicos, clivar e oxidar o DNA, plasmideos e
proteinas, além de promover a apoptose (CRUZ, 2012). Nesse sentido, merecem destaque
estudos de interacdo com o DNA, uma vez que este € o principal alvo intracelular de farmacos
anticancer, e essa interacdo com moléculas pequenas pode levar a danos ao DNA em células
cancerosas ou inibir processos como divisao celular, resultando na morte celular (WANG, et
al., 2006). Vale mencionar que muitos farmacos antineoplésicos utilizados na clinica médica
atual possuem similaridade em sua estrutura quimica com as aldiminas, como exemplo, a
Figura 2 que apresenta estruturas moleculares de farmacos comerciais antineoplasicos
(CRUZ, 2012).

Figura 2- Farmacos antineoplésicos contendo similaridade com as aldiminas a) citarabina; b)
capecitabina.
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Fonte: Adaptado de CRUZ, 2012.

Apesar das diversas atividades farmacologicas dessas moléculas, estudos sobre a
interacdo das bases de Schiff com &cidos nucleicos sdo limitados, visto que a maioria dos
trabalhos tem como foco os derivados de complexos metalicos (HELAL, et al., 2012), devido
a sua possivel aplicagdo como novos agentes terapéuticos e suas propriedades fotoquimicas
(WANG, et al., 2006; BALAKRISHNAN, et al., 2015; AJLOO, et al., 2015). Alguns desses
complexos metéalicos com bases de Schiff foram capazes de se ligar aos sulcos
(VIJAYALAKSHMI, et al., 2000), intercalar nos pares de bases, enquanto outros causaram
clivagem da cadeia do DNA (SILVEIRA, et al., 2008).
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Assim, diante do limitado nimero de trabalhos sobre a interagcdo das bases de Schiff
com acidos nucleicos, principalmente DNA, o principal objetivo desse capitulo é avaliar a
interacdo de uma classe de aldiminas com o ctDNA, buscando determinar seu modo de

interacdo e correlacionar parametros de ligagdo com os valores das atividades bioldgicas.

4.2 Objetivos Especificos

a) Explorar a técnica UV-Vis para avaliar a formacdo de complexo supramolecular;

b) Empregar fluorescéncia molecular para avaliar a interacdo entre treze bases de Schiff e
CtDNA (Calf thymus) em diferentes temperaturas, visando obter pardmetros como:
constantes de ligacdo (Ky), estequiometria DNA-ligante (n) ¢ dados termodinamicos (AH,
AS e AG);

¢) Avaliar as principais forcas envolvidas no processo de interacao;

d) Determinar o modo de ligagdo DNA-ligante, através de ensaios com o iodeto de potéssio e
estudos de competicdo com brometo de etidio;

e) Correlacionar os valores das constantes de ligacdo (Kp) obtidas com os valores de Glsg,
buscando relacionar a interacdo com ctDNA e o0 mecanismo de acdo da atividade

antiproliferativa.
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4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Considerac0es iniciais

As estruturas das aldiminas avaliadas neste trabalho séo apresentadas no Esquema 1,
com destaque para o grupamento imina. A numeracdo dos compostos foi determinada pelo
Grupo de Estudos em Quimica Organica e Biologica (GEQOB) da Universidade Federal de
Minas Gerais sob coordenacdo do professor Angelo de Fatima. A descricdo da sintese e
caracterizacdo estrutural destes compostos foram publicadas recentemente (SILVA, 2013).

As moléculas avaliadas nesse trabalho foram testadas quanto a atividade
antiproliferativa frente a sete linhagens de células tumorais humanas, sdo elas: glioma (U251),
mama (MCF-7), ovario resistente (NCI-ADR/RES), rim (786-0), pulmdo (NCI-H460),
prostata (PC-3), e célon (HT-29); além das células ndo cancerosas (VERO).

Esquema 1- Estrutura das bases de Schiff avaliadas.

R;
R, Ry Ry R,
R, NO,
X .
O,N N 2
AV
Rs

()R,=R,=R,=R,=H ()R,=R,=0H (32)R,=0H (B6R,=R2=H
()R,=OH )R, =R, =0H (33)R,=OH (37 R,=OH
(3)R,=OH ©)R, =R, =0H (38)R,=OH
#R,=OH (1)) R, =R, =OH

Fonte: elaborado pela autora, 2016.

Dentre os compostos estudados, as bases de Schiff 3 e 8 (Esquema 1) foram as
moléculas que apresentaram atividade citotdxica promissora frente as linhagens avaliadas.

Assim, estes compostos foram empregados como modelo para apresentacédo dos resultados.

4.3.2 Estudos por UV-Vis: avaliagdo sobre formacéo de complexo DNA-ligante

Nos estudos empregando espectrometria na regido do UV-Vis foi observado que ao
adicionar ctDNA ao sistema, ocorreu aumento do sinal de absorvéancia e deslocamento para a
esquerda (para menores comprimentos de onda), em relacdo a banda de absorcdo dos
compostos (281 a 324 nm) para a banda de absorcdo relativa da macromolécula (~260 nm),
caracterizando efeito hipercrémico e hipsocrémico, respectivamente.

Segundo Rehman e colaboradores (2015), tais resultados indicam qualitativamente que
as bases de Schiff apresentam interacdo com o &cido nucleico. A Figura 3 apresenta 0s

resultados das aldiminas 3 e 8 referentes a essa avaliacao.
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Figura 3- Espectro UV do ctDNA e das bases de Schiff 3 e 8 (10 uM) na auséncia e na presenga
de ctDNA (60 pM).
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Fonte: elaborado pela autora, 2016.

Contudo, para avaliar se h4 formacdo de complexo supramolecular entre os ligantes
avaliados e a macromolécula, € necessario que os valores das absorvancias da mistura
composto-ctDNA (Acomplexo) Sejam diferentes da soma dos valores das absorvancias dos
compostos e ctDNA isolados (Acomposto + ActbNa), OU S€ja, Acomposto + ActbNA 7 Acomposto-ctDNA
(WU, et al., 2011). Os resultados obtidos para todas as bases de Schiff avaliadas séo
apresentados na Tabela 1.

Tabela 1- Valores das absorvincias das bases de Schiff avaliadas (10 uM), ctDNA (60 uM) e o
complexo formado (composto-ctDNA) a 30 °C.

Comparacéo

1

ComDOStO )., nm Acomposto ACtDNA Acomposto + ActDNA Acomposto—ctDNA AA
1 257 0,115 0,634 0,749 0,708 - 0,041
2 258 0,114 0,629 0,743 0,706 - 0,037
3 258 0,074 0,371 0,445 0,439 - 0,006
4 258 0,082 0,633 0,715 0,693 - 0,022
7 261 0,096 0,378 0,474 0,456 - 0,018
8 258 0,062 0,370 0,432 0,435 + 0,003
9 260 0,113 0,369 0,482 0,486 + 0,004
11 260 0,083 0,366 0,449 0,494 + 0,045
32 260 0,203 0,370 0,573 0,563 - 0,010
33 258 0,177 0,369 0,546 0,549 + 0,003
36 264 0,061 0,357 0,418 0,434 + 0,016
37 260 0,057 0,366 0,423 0,429 + 0,006
38 263 0,099 0,383 0,482 0,421 - 0,061

Fonte: elaborado pela autora, 2016.

Nota: *AA = Acompiexo — (Acomposto + Actona)

De acordo com a Tabela 1, foi observada para todos os casos variacdo (positiva ou
negativa) quanto ao somatorio das absorvancias e o valor para solugdo contendo 0s compostos
avaliados e o ctDNA. Assim, pode-se concluir que foi formado complexo entre o ctDNA e as

bases de Schiff avaliadas. Contudo, ndo foi possivel, com este estudo preliminar, inferir sobre
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a intensidade da interacdo para cada composto em relacéo a interagdo com a macromolécula.
Assim, para avaliar a magnitude dessa interagdo foram realizados estudos por fluorescéncia

molecular.

4.3.3 Estudos por fluorescéncia molecular

Nos estudos empregando fluorescéncia molecular foi observado que todos os
compostos avaliados apresentaram emissao na faixa de 390 a 420 nm quando excitados entre
265-300 nm. Verificou-se para todas as bases de Schiff avaliadas (1, 2, 3, 4, 7, 8, 9, 11, 32,
33, 36, 37 e 38) uma baixa intensidade de emissdo (concentragdes na faixa de 1 a 10 uM).
Apesar do grau de conjugacdo das moléculas, a reduzida intensidade de fluorescéncia
observada pode ser justificada em funcdo do menor grau de planaridade, considerando os
aspectos estruturais das bases de Schiff avaliadas.

A adicdo de ctDNA as solugdes contendo as bases de Schiff conduziu, em todos os
casos, ao aumento da intensidade de fluorescéncia (Figura 4a e 4c). Isto pode ser explicado
considerando que a interacdo da base de Schiff com ctDNA leva a restricdo no grau de
rotacdo das moléculas, tornando-as mais planares (rigidas) e desta forma intensificando a
emisséo de fluorescéncia (HAN, et al., 2014).

Figura 4- Perfis espectrais das bases de Schiff a) 3 e b) 8, respectivamente. Graficos de
Scatchard para as bases de Schiff ¢) 3 e d) 8 com ctDNA respectivamente.
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Neste sentido, pode-se inferir pelo padréo estrutural das bases de Schiff avaliadas que
0 microambiente no qual estas moléculas interagem com o ctDNA apresenta uma menor
polaridade, ou seja, € mais hidrofobico em relacdo a condicdo original da molécula em meio
aquoso. Desta maneira, este tipo de alteracdo também pode ser observado quando ocorre
aumento da viscosidade do meio, assim, € possivel que as duas condi¢cBes (aumento da
hidrofobicidade e viscosidade) estejam ocorrendo de forma simultanea com a adicdo de
incrementos de ctDNA (LAKOWICZ, 2006).

A partir dos graficos das Figuras 4a e 4c para as bases de Schiff 3 e 8, observa-se o
perfil espectral obtido, indicando intensificacdo da fluorescéncia em fungdo da adicdo de
quantidades crescentes de ctDNA. Comportamento similar foi observado para os demais
compostos avaliados.

Para estabelecer as constantes de ligacdo (Kp) e 0 nimero de sitios de interacao,
realizou-se uma titulacéo fluorimétrica e os dados obtidos foram analisados de acordo com a
equacao de Scatchard na forma ndo linear (STOJKOVIC, et al., 2015):

n-1
r 1-nr
—=K,(1-nr)s —— Equacéo (6
C b ){1-(n-1)r} quacao (6)

em que, r € o nimero de mols da base de Schiff por mol de ctDNA, Cs é a concentracdo livre

da base de Schiff, K, é a constante de ligacdo e n é o nimero de sitios de ligacdo. A

concentracdo da base de Schiff na forma livre (Cs) foi calculada de acordo com a equacdo

(13):

(FIF, - P)
(1-P)

em que, C; representa a concentracdo total da base de Schiff e Fy e F corresponde a

C; =C, Equacdo (13)

fluorescéncia na auséncia e na presenca de ctDNA, respectivamente. O valor de P foi
determinado a partir do intercepto do grafico F/Fq vs 1/[ctDNA]. Os ensaios foram realizados
em trés temperaturas (22, 30 e 38°C) para o calculo dos parametros termodinamicos em
funcdo da variacédo de K.

A representacdo grafica para a equacao de Scatchard empregando os compostos 3 e 8
como modelo é apresentada na Figura 4b e 4d, respectivamente (38 °C). A Tabela 2 apresenta

0s dados de todos os compostos para esta avaliagao.



Tabela 2- Paré@metros de ligacdo e termodinamicos relativo a interacdo das bases de Schiff avaliadas com o ctDNA (38°C).

. Kp Parametros Termodindmicos
Base de Schiff Estrutura (10° L mol™) n AG (kJ mol™) AH (kJ mol ) AS (3 mol™)
1 ©ﬂ\© 0,37+ 0,01 0,87 -30,8 11,2 135,2
2 @AD 0,57+ 0,04 1,17 -31,4 3,62 112,7
3 ©A/©/ 2,87+0,09 0,92 -43,6 -37,8 -18,7
4 S~ 259+ 0,01 079 -344 5,77 91,9
7 @A\D 1,96 £ 0,02 0,88 - 8,09 - 8,40 -1,07
0 ] ) ]
8 Qﬁ 3,07 £0,07 1,02 57,5 44,6 414
9 ©A\/© 1,70+ 0,01 1,15 -35,0 -9,81 81,0
11 @A/@ 1,19+ 0,03 0,73 - 8,09 - 8,36 -0,82
32 @T\M\j@ 1,40 +£ 0,05 1,14 -31,8 4,40 116,3
33 @\M/@ 0,85 + 0,01 1,00 -29,1 15,4 1432
36 “WQ 0,77 £0,01 1,43 -31,0 8,22 126,3
37 wj@ 1,14+ 0,01 1,41 -31,6 3,72 113,6
38 %w 0,65+ 0,01 0,72 -279 18,3 148,4

Fonte: elaborado pela autora, 2016.

97



98

De acordo com a Tabela 2 pode ser observado que para todos os compostos avaliados
o valor da propor¢do base de Schiff e ctDNA foi proximo a unidade, indicando relacéo
estequiométrica de 1:1. Em relacdo aos valores das constantes, dividiu-se as bases de Schiff
em duas séries: compostos hidroxilados e nitro-derivados. Assim, pode-se fazer as seguintes
consideracOes para as bases de Schiff avaliadas:
a) bases de Schiff hidroxiladas:
i) a insercdo de substituintes —OH na base de Schiff 1, implica em aumento de Ky;
i) a presenca de substituintes hidroxila nos anéis aromaticos, assim como o padrdo de
substituicdo, afetam significativamente tanto as propriedades bioldgicas (SILVA, 2013)
quanto a interacdo com o0 DNA dessa classe de compostos, uma vez que para as bases de
Schiff hidroxiladas 2, 3, 4, 7, 8, 9 e 11 obteve-se uma maior constante de ligacdo em
comparacao a base de Schiff sem substituinte (1);
Iii) comparando somente os derivados monohidroxilados 2, 3 e 4 pode-se observar que a
presenca desses substituintes parece exercer maior influéncia quando localizados na posicéo
para dos anéis aromaticos, visto que a base de Schiff 3 apresenta um valor de K, maior que 2
e4,;
iv) embora a presenca de substituintes hidroxila seja importante, compostos com um elevado
grau de hidroxilacdo apresentam uma diminuicdo de sua interagdo com o DNA, bem como de
suas atividades bioldgicas (SILVA, 2013);
V) dentre as bases de Schiff di-hidroxiladas 7, 8, 9 e 11, verificou-se que o composto 8 (-OH
na posicao orto) apresentou maior valor de constante em comparagdo com a aldimina 11 (-OH
na posicao para), evidenciando que a hidroxila na posigéo para nesses casos (di-hidroxilados)
dificulta a interacdo com o DNA, sendo maiores as constantes quando a hidroxila encontra-se
na posicdo orto, fato que pode ser explicado em parte, devido a possivel formagdo de uma
ligagdo de hidrogénio intramolecular.
b) bases de Schiff nitro-derivados
i) comparando as bases de Schiff 32 e 33, observou-se que a presenca da hidroxila na posi¢éo
orto conduziu ao aumento dos valores das constantes de interacdo com ctDNA, visto que a
base de Schiff 32 apresentou valor de K, cerca de duas vezes maior que a 33;
ii) dentre as bases de Shiff 36, 37 e 38, verificou-se que a hidroxila na posi¢do orto também
levou ao aumento da interacdo com ctDNA, uma vez que a base de Schiff 37 apresentou valor
de K, maior que as aldiminas 36 e 38.

De maneira geral, os valores das constantes de ligacdo foram maiores que 0s

resultados encontrados por Arshad e colaboradores (2014), que obtiveram constantes na
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magnitude 10° L mol™. Essa diferenca entre os valores pode estar relacionada as condicdes
experimentais utilizadas em ambos os trabalhos, tais como: tipo e concentracdo do tampéo
utilizado, forca idnica, pH, concentracdo das aldiminas e DNA, faixa linear, tempo de
incubacdo, tipo de DNA, entre outros, além das mudancas nas estruturas das bases de Schiff

avaliadas.

4.3.3.1 Parametros termodindmicos

Os parametros termodinamicos (AH e AS) apresentados na Tabela 2 foram calculados
de acordo com a linearizagdo da equacao (10) (equacdo de Van't Hoff) considerando que o
calor da reagdo néo se altera em funcéo da temperatura. (SARWAR, et al., 2015):

AH| 1] AS
InK, =— — | — |[+— Equacéo (10
b R [T} R quacdo (10)

em que, Ky corresponde a constante de ligacdo, T a temperatura em Kelvin e R a constante
dos gases ideais (8,314472 J K™* mol™). Enquanto que o valor da energia livre de Gibbs foi
calculado pela equagéo (11):

AG = AH - TAS Equacdo (11)

De acordo com Wang e colaboradores (2015), a partir dos parametros termodinamicos
é possivel inferir a natureza das ligacdes envolvidas no processo de interacdo, bem como a
descricdo da espontaneidade deste processo. Assim, considerando o valor negativo de AG,
percebeu-se que para todas as bases de Schiff avaliadas, o processo de interagdo foi
termodinamicamente espontaneo.

Sabe-se que a relagdo entre o tipo de forga envolvida na interagcdo e os valores de
entalpia e entropia seguem a relagéo: AH > 0 e AS® > 0: forcas hidrofébicas; AH® < 0 e AS® >
0: forcas eletrostaticas e AH® < 0 e AS® < 0: ligac6es de hidrogénio e forcas de VVan der Waals
(ZHANG, Y., et al, 2009). Desta forma, os compostos 1, 2, 32, 33, 36, 37 e 38 interagem
preferencialmente por forcas hidrofébicas, os compostos 4 e 9 por interacdo eletrostaticas,
enquanto os compostos 3, 7, 8 e 11 por ligacBes de hidrogénio e forgas de Van der Walls
(SARWAR, et al., 2015).

4.3.4 Avaliacdo do modo de ligacdo

O modo de ligacédo das bases de Schiff com ctDNA foi proposto de acordo com duas
estratégias: avaliacdo do efeito de quenching do Kl e competicdo com brometo de etidio.
Como mencionado no Capitulo 1, o ion iodeto é capaz de promover o quenching dinamico de
moléculas fluorescentes, mas para isso a molécula deve estar acessivel para que ocorra a

interacdo. Assim, compara-se o valor da constante de Stern-Volmer (Ksy) na auséncia e
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presenca de ctDNA (SAVARIZ, et al., 2014). As Figuras 5a e 5b mostram a representacéo
gréafica das curvas de titulagdo dos compostos 3 e 8 na auséncia e presenca de ctDNA. A
Tabela 3 apresenta os valores de Ksy para as aldiminas avaliadas.

Figura 5- Quenching das bases de Schiff. a) 3 e b) 8 (20 pM) por meio do teste KI na auséncia e
na presenca de ctDNA (13,3 pM); ¢) Decréscimo da intensidade de fluorescéncia do sistema BE—
ctDNA com adicéo das bases de Schiff 3 e 8.
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Fonte: elaborado pela autora, 2016.

De acordo com a Tabela 3, nota-se que sistematicamente para todas as bases de Schiff
avaliadas o valor de Ksy foi maior na presenca de ctDNA, indicando que ion iodeto tem
acesso ao composto, assim o modo de interagdo preferencial ocorre via groove (AHMAD, I.;
AHMAD, M.,2015). Caso a molécula avaliada intercalasse, a mesma estaria protegida, e
assim os valores de Ksy seriam menores na presenca de ctDNA, visto que o ion iodeto nédo
teria acesso ao ligante.

Tabela 3- Avaliacdo do modo de ligacao das bases de Schiff com o ctDNA por efeito do quencher
K1 e equilibrio de competicdo com o brometo de etidio (BE), a 38°C.

Base de Ksv (L mol™) IBI_E—ctDNA_\
Schiff Kl r K1 + ctDNA r Decrescimo do sinal de
fluorescéncia, %
1 1,71+036 09934 3,43+0,10 0,9988 21,2
2 353+021 09856 5,32 £ 0,29 0,9981 25,5
3 2,77+0,12  0,9890 4,47 +£0,16 0,9979 5,42
4 511+0,19 09968  1080+0,14 09888 13,8
8 2,46+0,09  0,9997 5,15+0,21 0,9993 11,3
7 573+0,19 09841 994+025  0,9906 10,2
9 594+021 09912  1032+0,38 09910 8,03
11 573+0,17 09831  1114+022 09806 7,25
32 358+0,26  0,9900 8,04+029 09847 14,3
33 6,03+056 09811 6,83+ 0,33 0,9959 10,4
36 438+0,17  0,9986 576+0,24 09992 3,77
37 153+020  0,9990 5,99 + 0,56 0,9875 6,83
38 531+043 09954 835+063 09909 11,3

Fonte: elaborado pela autora, 2016.
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Para confirmar que as bases de Schiff avaliadas realmente ndo interagem por
intercalacdo foi realizado um ensaio de competicdo com brometo de etidio. O brometo de
etidio (BE) na forma livre apresenta baixa emissdo de fluorescéncia, contudo quando o
mesmo intercala com DNA, ocorre um aumento consideravel da intensidade de fluorescéncia,
como pode ser observado na Figura 5c.

Nos estudos realizados empregou-se um excesso de 18 vezes das aldiminas em relacdo
a gquantidade de brometo de etidio inicial, obtendo-se redugbes de 3,77 a 25,5% do sinal,
como apresentado na Tabela 3. Estudos reportados na literatura tém mostrado que se a
reducdo do sinal de fluorescéncia para o excesso empregado ndo chegar a 50% de reducéo do
sinal (LING, et al. 2008), é um indicativo que a interacdo ndo ocorre de forma similar ao BE,
no caso por intercalacdo. Estes resultados corroboram com a avaliacdo dos dados no ensaio
com KI, refor¢ando a proposta por interacdo via groove das bases de Schiff avaliadas.

Os compostos que sdo tidos como intercalantes classicos, citando: brometo de etidio,
acridina orange, azul de metileno, quinacrina, ellipticina e doxorrubicina apresentam estrutura
(ou maior parte dela) planar e para maioria dos casos centros positivos, em funcdo da
presenca de grupos amino. De forma semelhante, compostos que interagem por groove tem
varios centros positivos (grupos aminos), contudo ndo apresentam uma elevada planaridade,
podendo-se citar: DAPI, distamicina, netropsina, Hoechst 33342, berenil, entre outros (SHI, et
al., 2006). De forma geral, a fluorescéncia destes compostos citados (intercalante e groove)
aumenta conforme a concentracdo de DNA no meio.

Desta forma, o Esquema 2 apresenta uma relacdo de compostos com alguma
similaridade com as bases de Schiff avaliadas. Nota-se que a maioria interage via groove
menor com seletividade por DNA rico em Adenina-Timina (AT). Assim, para aumentar a
seletividade das moléculas avaliadas seria interessante a inser¢cdo de grupos amino alquil
substituidos, visando aumentar o grau de interagdo (Kp) e seletividade. Destaca-se aqui que 0
ctDNA néo apresenta uma sequéncia de bases seletiva (a proporcéo é AT & similar a GC),
para tal, deveria se empregar DNA sintético ou de algum organismo onde ja se conhece a
sequéncia dominante de interesse. Assim, estes derivados poderiam ser empregados com

finalidades farmacéuticas ou analiticas (sondas para determinacéo e identificacdo de DNA).
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Esquema 2- Relagdo de trabalhos com moléculas estruturalmente similares as bases de Schiff avaliadas e alguns dados em relagédo a interacdo com

DNA.

> N/ N

Composto: DMSI

Modo de ligacio: groove menor

Fluorescéncia: aumenta ao ligar-se com DNA (sintético ou natural)
Preferéncia (bases): AT > ctDNA > CG

Composto: prodigiosin

Modo de ligacio: groove / intercalagio parcial
Fluorescéncia: aumenta ao ligar-se com DN A (natural)
Preferéncia (bases): niorealizado

Composto: Pyrvinium pamoate

Modo de ligacio: groove menor

Fluorescéncia: aumenta ao ligar-se com DN A (natural)
Preferéncia (bases): AT

J1.C. Stockert et al, Histochemical Jowrnal 23,1901, 548-552.

C.V.Kumar et al J. Photochem. Photobiol. A Chem, 74, 1993,213 —238.

L.Hanet al Spectrochim Acta 4 Mol Biomol Spectrosc, 123, 2014, 497 — 592

H,N NH

NH NH,

Composto: 4,4 -diaminodiphenylamine. HCL

Modo de ligacio: groove menor

Fluorescéncia: aumenta ao ligar-se com DINA (sintético ou natural)
Preferéncia (bases): AT

1.C. Stockert et al | J. Histochem. Cytochem, 45(1), 1997, 97— 105.

/’L |+ :\ h
©I ) .
NR l

Composto: Dst—6

Modo de ligacio: groove menor

Fluorescéncia: aumenta ao ligar-se com DNA (sintético e natural)
Preferéncia (bases): AT

M.Y. Losytskyy et al.. Ulrainica Bioorgamica Acia, 2, 2007, 52 — 55,

O

Composto: Thioflavin T

Modo de ligacio: groove

Fluorescéncia: aumenta ao ligar-se com DINA (natural)

Preferéncia (bases): -

M. Hanchelian, R. Ramaraj J. Photochem. Photobiol. 4,162, 2004, 129 —137.

R3
N=— Ry

ApZ R =R2=R3=-CCH3R+=H

Ap3 Ri=Rz=R3=H R:s=Cl

O Apd Ri=H, Rz=Cl R:=Re=H

Composto: Schiff bases of 4-aminophenazone (Ap2, Ap3 e Apd)
Modo de ligacio: intercalacdo

Fluorescéncia: aumenta ao ligar-se com DNA (natural)

Preferéncia (bases): -

N. Arshad et al J Photochem. Photobiol B, 138(5). 2014, 331-346..

NH

HyN
N

oS

H 1

NH
NH
O ‘ MH!
HyN o
L 2
Composto: (1) berenil e (2) furamide
Modo de ligacio: groove menor
Fluorescéncia: resolvida no tempo. Cristalografia, UV-Vis e CD.

Preferéncia (bases): AT
C.A. Laughton et al.. Biochemistry, 1996, 35, 5655-5661.

Fonte: elaborado pela autora, 2016.
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4.3.5 Andlise de correlacao

As bases de Schiff foram testadas quanto a atividade antiproliferativa frente a sete
linhagens de células tumorais humanas, sendo estas: glioma (U251), mama (MCF-7), ovario
resistente (NCI-ADR/RES), rim (786-0), pulméo (NCI-H460), prostata (PC-3), e colon (HT-
29). Além disso, esses compostos também foram testados frente a células ndo cancerosas
indice de seletividade que demonstra a atividade dos compostos frente as células neoplasicas
em comparacdo com as células normais, foi calculado através da razdo entre o Gls,* das
linhagens avaliadas em relagdo a linhagem VERO (SILVA, 2013).

Para os ensaios biologicos, as aldiminas avaliadas foram divididas em duas classes e
o0s experimentos realizados de forma independente. Devido a isso, sdo apresentados na tabela
4 dois valores para a doxorrubicina (farmaco de referéncia). Os resultados referentes a esses
ensaios sdo mostrados na Tabela 4.

Nesta avaliacdo, buscou-se observar se as variaveis independentes (logKp e Glsp) estdo
relacionadas e, desta forma, se 0 mecanismo de acdo dos compostos avaliados esta associado
a interacdo com DNA.

Para tanto dividiu-se as bases de Schiff avaliadas em duas classes, sendo classe 1:
compostos 2, 3, 4, 7, 8, 9 e 11 e classe 2: compostos 32, 33, 36, 37 e 38. O critério utilizado
para a definicdo das classes foi baseado na similaridade quimica dos compostos, classe 1 (sem
grupo nitro, apenas um substituinte hidroxila) e classe 2 (com grupo nitro e o substituinte

hidroxila).

! Concentragdo minima do farmaco capaz de gerar 50% de inibi¢do do crescimento (MENSAH, A. A, et al., 2014).
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Tabela 4- Atividade citotoxica (Gls®, em pg mL™) e indice de seletividade (1S°; dados entre parénteses) das bases de Schiff avaliadas frente a
diferentes linhagens celulares; “DOX representa a doxorubicina (fArmaco de referéncia).

Linhagens Celulares

Bases de Shiff Estrutura

U251 MCF-7 NCI-ADR/RES 786-0 NCI-H460 PC-3 HT-29 VERO
1 @@/@ >250 16,4 (>15,2) 50,9 (>4,9) >250 30,1 (>8,3) >250 >250 >250
2 @pi:]@ 6,5 (18,8) 3,7(33,) 6,0 (20,4) 5,0 (24,5) 15,2 (8,1) 12,6 (9,7) 14,5 (8,4) 1225
3 @A"/@r T o0 (13,8) 0,12 (42,5) 0,15 (34,0) 027 (18,9) <0,25(>20,4) 045(113)  058(8,8) 5.1
4 @pQ 0,99 (25,3) 0,49 (51,0) 1,6 (15,6) 3,5 (7,1) 2,7(9,3) 1,2 (20,8) 2,1 (11,9) 25,0
7 &:3@ 0,53 (30,9) 0,41 (40,0) 0,95 (17,3) 2,1(7,8) 2,3(7,1) 2,2(7,5) 3,8(43) 16,4
8 QA:D <0,25 (>95,2) 0,1 (238,0) 0,13 (183,1) 0,39 (61,00  0,24(992)  037(643) 0,26 (91,5) 23,8
9 @N@ 1,0 (33,9) 0,28 (121,1) 1,2 (28,3) 2,3(14,7) 2,2 (15,4) 1,8 (18,8) 2,6 (13,0) 33,9
1 ©A/©V T 2607 24 (83) 4.8 (4,1) 27 (7.4) 27 (7.4) 10 (2,0) 89 (2.2) 19,9
DOX" 0,081 (2,0) 0,027 (5,9) 0,26 (0,6) 0,084 (1,9) <0,025(>6,4) 0,14 (1,1) 0,15 (1,1) 0,16
32 ©\M3© 0,76 (11,1) 1,1(7,6) 0,72 (11,7) 23,4 (0,4) 7,1(1,2) 044(191)  41(20) 8,4
33 ©\M/©/ T s (1,3) 2,9(9,8) 6,9 (4,1) 6,1(4,7) 24,8 (1,1) 3,3(8,6) 12,4 (2,3) 28,5
36 K\f/@ 25(22) 1,5 (3,6) 1,3(4,2) 31(17) 5,2 (1,0) 0,54 (10,0) 2,8(L9) 5,4
37 Mof:D 24 (1,2) 1,0 (2,8) 1,0 (2,8) 0,28 (10,0) 3,1(0,9) 23(1,2) 23(12) 2,8
38 MQ Y (1,3) 3,0 (1,2) 2,8(13) 2,6 (1,4) 9,2 (0,4) 2,5 (1,4) 2,8(1,3) 3,6
DOX* 0,04 (250)  <0,025 (>40,0) 0,24 (4,2) 0,028 (357) 0,013(76,9)  0,15(6,7) 0,14 (7,2) 1,0

Fonte: elaborado pela autora, 2016.
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A base de Schiff 1 em virtude dos elevados valores de Glsy ndo foi considerada em
nenhum grupo. Esta avaliacdo foi efetuada visando observar o grau de correlagéo linear entre
dois conjuntos de variaveis independentes. A Tabela 5 apresenta os coeficientes de
determinacéo obtidos para os compostos citados e todas as linhagens de células avaliadas.
Tabela 5- Correlacé@o linear entre as constantes de ligacdo das bases de Schiff (38°C) com o

ctDNA e atividade citotoxica (Glsy, pg mL™), frente a diferentes linhagens celulares.
Determinacéo (r)®

Linhagem Celular

Classe 1° Classe 2°
Glioma (U251) -0,8998 -0,0079
Mama (MCF-7) -0,8881 +0,7557
Oviério resistente (NCI-ADR/RES) -0,8727 -0,1994
Rim (786-0) -0,6524 +0,3473
Pulmao (NCI-H460) -0,8019 +0,6178
Prostata (PC-3) -0,8919 +0,0144
Célon (HT-29) -0,9561 +0,2440
N&o cancerosas (VERO) - 0,7169 +0,6613

Fonte: elaborado pela autora, 2016.
Nota: *Correlaco linear (r) a 95% de confianca para relagio ICso (ug mL™) = alogK, (L mol™) + b
®Classe 1: compostos 2, 3, 4, 7, 8,9 e 11/ °Classe 2: compostos 32, 33, 36, 37 e 38.

De acordo com a Tabela 5 percebeu-se que os coeficientes de determinagé&o linear para
0s para 0s compostos da classe 1 variaram de —0,6524 a —0,9561 indicando uma tendéncia
inversa, ou seja, quanto maior o valor da constante de interacdo com ctDNA menor o valor de
Glso, € desta forma, mais ativos foram as bases de Schiff para aquelas linhagens celulares. De
forma geral, destaca-se que a maioria dos valores do coeficiente de determinacéo foi proxima
a unidade (valor m&ximo). Em fungdo de uma tendéncia similar para os compostos da classe 1
guanto aos valores de Glsg para as diferentes linhagens, ndo se pode inferir que exista alguma
seletividade para um determinado tipo de célula e estas bases de Schiff.

Para os compostos da classe 2 observou-se majoritariamente tendéncia contraria, onde
os valores do coeficiente de determinagdo variaram de —0,1994 a +0,7557 indicando que para
maioria das linhagens avaliadas os valores de Ky e Glsg aumentam de forma proporcional, ou
seja, quanto maior a interagdo com ctDNA maior a atividade dos compostos. Contudo,
diferente da classe 1, as bases de Schiff da classe 2 (principalmente 32) nesta avaliagéo foram
seletivas para a linhagem de ovario resistente, mesmo com baixo valor de determinacdo
(-0,1994).

Além disso, vale mencionar que tanto os compostos da classe 1 quanto da classe 2,
apresentaram coeficientes de determinacdo de -0,7169 e + 0,6613 para a linhagem de células
ndo cancerosas, indicando que esses compostos tém potencial de inibir o crescimento tanto
das células cancerosas quanto das celulas sadias. Entretanto, também foi possivel observar

gue as bases de Schiff avaliadas apresentaram indices de seletividade (IS) mais elevados
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quando comparados ao farmaco de referéncia (doxorrubicina) e de acordo com Ondo e
colaboradores (2012) um 1S>10 é considerado interessante em testes in vitro. Assim, 0s
compostos 3 e 8 sdo 0s mais promissores, uma vez que apresentaram tanto os maiores valores
de atividade citotoxica contra as linhagens celulares avaliadas, quanto elevados valores de IS.

Por fim, a Figura 6 apresenta uma representacéo grafica para as duas classes de bases
de Schiff avaliadas, evidenciando o tipo de correlagdo existente para um intervalo de
confianca de 95% para duas linhagens celulares selecionadas. Assim, como ja mencionado,
percebeu-se uma relacdo inversa entre os valores de Ky e Glso para as bases de Schiff da
classe 1 (linhagem celular: c6lon HT-29), e por ouro lado, uma relacdo direta para as bases de
Schiff da classe 2 (linhagem celular: mama MCF-7).

Figura 6- Grafico da correlacdo linear de Gls, (ng mL™) vs logK, a 95% de intervalo de
confianca (linhas azuis).
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Fonte: elaborado pela autora, 2016.
4.4 Concluséo

Os compostos avaliados neste trabalho apresentaram interacdo significativa com o
modelo de DNA empregado, sendo verificada a formacdo de um complexo supramolecular
com as bases de Schiff.

Assim, os valores de constantes de ligacdo variaram de 0,37 a 3,07x10° L mol™, sendo
0s compostos 3 e 8 os que apresentaram maiores valores de constantes de ligagcdo e mostraram
ser tdo potentes quanto a doxorrubicina frente as células cancerosas de ovario resistente (NCI-
ADR/REYS), prostata (PC-3) e colon (HT-29). Em geral, as bases de Schiff que apresentaram
como substituintes grupos hidroxila mostraram ser mais ativas.

De acordo com o ensaio de competicdo empregando BE e do estudo com KI foi
possivel classificar o modo de ligagdo entre as bases de Schiff avaliadas e o ctDNA como

groove. Na andlise de correlacdo verificou-se que os compostos da classe 1 apresentaram
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coeficiente de determinacdo linear que variaram de —0,6524 a —0,9561 indicando uma
tendéncia inversa em relacdo a Ky. No entanto, em funcdo de uma tendéncia similar para os
compostos dessa classe quanto aos valores de Glso para as diferentes linhagens, ndo se pode
inferir que exista alguma seletividade para um determinado tipo de célula e estas bases de
Schiff.

Para os compostos da classe 2 observou-se majoritariamente tendéncia contréria, onde
os valores do coeficiente de determinagédo variaram de —0,1994 a +0,7557 indicando que para
maioria das linhagens avaliadas os valores de Ky e Glso aumentaram de forma proporcional.
Contudo, diferente da classe 1, as bases de Schiff dessa classe, por esta avaliacdo, mostraram
certa seletividade para a linhagem de ovério resistente (NCI-ADR/RES ), mesmo que com
baixo valor de correlacdo (-0,1994).

Portanto, a partir do conjunto de resultados obtidos de diferentes técnicas é possivel
inferir que o mecanismo preferencial de acdo das bases de Schiff avaliadas frente as diferentes
linhagens de células esteja diretamente relacionado a interacdo com DNA como principal alvo

bioldgico.
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5 ARTIGO 3- ACRIDINAS
5.1 Introducéo

Acridinas sdo alcaloides derivados dos antracenos, também conhecidas como dibenzo-
piridina; 10-azaantraceno; 2,3-dibenzoquinolina, entre outros. Sao compostos heterociclicos
formados por dois anéis fundidos a um anel piridinico em posi¢do central, como mostrado na
Figura 1 (KUMAR; KAUR; KUMARI, 2012).

A substituicdo do anel heterociclico faz com que os derivados produzidos possuam
atividades bioldgicas diversas, tais como antitumoral, anticonvulsiva, antimalarica, anti-
inflamatéria e antimicrobiana (PATEL, M; MALI; PATEL, S., 2010; CHOLEWINSKI;
DZIERZBICKA; KOLODZIEJCZYK, 2011; KUMAR; KAUR; KUMARI, 2012). Devido a
essas propriedades farmacoldgicas, desde o inicio do século XX as acridinas tém sido cada
vez mais utilizadas (DENNY, 2002). A Figura 1 apresenta uma compilacdo de alguns
trabalhos com derivados sintéticos de acridinas com diferentes atividades bioldgicas
(TOMAR, et al.,, 2010; SHONDI, et al., 2010; PATEL, M; MALI; PATEL, S., 2010;
ANDERSON, et al., 2006).

Figura 1- Acridinas que apresentam potente atividade biol6gica frente a diferentes patologias.
' _N
A ~ 00
NH NH Z
2 0oClH;
H;CO N
3 CLC
Antimalarica OCH;

(P, falciparum 3D7 e W2) 0

ICs=1,0 nM Ant[pl‘::llferatll’a (Prastata) Antimalarica (P, falciparum NF-54)
’ Pominigao= 93 %0 =71,4%
=171,4%

inibicdo do parasita

N
H,CO N 8 it 1 (\/
7 \ 2 NH
~ OCH,
N P 3 N ;
Anti-inflamatéria (dose 50 mg / kg) @ N P
% wiviaase= 41,17 % 2 10 < a N
Nicleo das acridinas Antimalarica (P, falciparum W2)
IC5=2,3 nM
, N X
b ( 400
NH | _ N\)\ %%
, NH CH
\ CH, oCH; :
=z HO N N
N X >
\ Cl N
o 0”0 cl 0o
Antiproliferativa Antimalarica Antimicrobi Ecolies.
Prostata: %o,,;c5,= 99%  Antifingica (4. niger) (P, falciparum 3D7) ntimicrobiana (E.coli e S. aureus)

CIM= 50 pg mL!

Célon: Yoyyyes0= 91% CIM= 250 pg ml! ICo= 2,2 nM

Fonte: elaborado pela autora, 2016.

Na Figura 1 também sdo apresentados alguns parametros que indicam a magnitude da
atividade desses compostos, como a concentracdo inibitéria minima (CIM), a qual indica a
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menor concentragdo capaz de inibir o crescimento da linhagem celular; o ICs que se refere a
concentracdo do farmaco que promove uma inibicdo de 50% do crescimento celular; e o
percentual tanto em termos de inibicdo de determinada linhagem celular ou parasita, quanto
em acdo frente a atividade anti-inflamatoria.

Algumas dessas atividades bioldgicas se devem em parte a capacidade que as acridinas
possuem de interagir com o DNA, uma vez que o mecanismo preferencial de algumas
moléculas bioativas tem o DNA como principal alvo bioldgico. Segundo Giorgio e
colaboradores (2011), ja esta bem estabelecido que a estrutura planar dos anéis triciclicos é
que confere a esses derivados a capacidade de interferir em uma grande variedade de
processos metabolicos em células.

Nesse sentido, as acridinas e seus derivados foram o primeiro grupo de cromdforos
amplamente utilizados para estudos da interacdo nao covalente com 0 DNA (JOSEPH, et al.,
2004). Devido a sua estrutura heteroaromética planar, o mecanismo de ligacdo dessas
moléculas ocorre via intercalacéo, isto &, entre os pares de bases do acido nucleico, resultando
na desordem de algumas funcgdes bioldgicas, levando ao combate de diversas doencas.
(CHOLEWINSKI; DZIERZBICKA; KOLODZIEJCZYK, 2011).

Contudo, a ampla variedade de efeitos bioldgicos dos derivados acridinicos ndo esta
associada apenas a interacdo com o DNA, mas também com proteinas, especialmente algumas
enzimas-chaves na proliferacdo celular, como as topoisomerases (BELMONT et al., 2007;
JANOCKOVA et al., 2015). A ligacdo ao DNA conduz a formagéo de um complexo acridina-
celulares criticos, como a replicacdo e transcricdo do DNA, resultando em morte celular
(POMMIER, 2009).

Assim, em virtude das propriedades demonstradas por essa classe de moléculas, estas
tém sido consideradas importantes candidatas a farmacos, e amplamente exploradas em
diversas aplicacOes terapéuticas, principalmente, por possuir potentes atividades antimalaricas
(AUPARAKKITANON, et al., 2003; CHAVALITSHEWINKOON-PETMITR, et al., 2001,
GAMAGE, et al., 1994; ANDERSON, et al., 2006). Vale mencionar que um dos obstaculos
enfrentados para o controle da malaria € a resisténcia aos medicamentos, assim € de suma
importancia o desenvolvimento de novas formulacbes mais eficazes e seletivas para o
controle dessa doenca (DEMEUNYNCK; CHARMANTRAY; MARTELLI, 2001).

Dessa forma, a versatilidade do nucleo acridinico impulsiona pesquisas para 0
desenvolvimento de moléculas alvo, estruturalmente mais eficazes e seguras para o controle

de diversas patologias, em particular, a malaria. Assim, o objetivo principal desse capitulo ¢é
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avaliar de forma quantitativa e qualitativa a interacdo de derivados de acridinas, buscando

determinar seu modo de interacdo e correlacionar parametros de ligacdo (Kp) /energia de

afinidade com os valores das atividades biologicas, no intuito de inferir sobre o mecanismo de

acao dessas moléculas em relacdo a atividade antimalarica.

5.2 Objetivos Especificos

a)

b)

f)

Avaliar a interacdo entre quatro derivados de acridinas e ctDNA (Calf thymus), e obter
pardmetros como: constantes de Stern-Volmer (Ksy), constantes de ligacdo (Kp),
estequiometria DNA-ligante (n) ¢ energia livre de Gibbs (AG) através de técnicas de
fluorescéncia molecular;

Avaliar o mecanismo de quenching dominante no processo de interacdo através da técnica
UV-Vis;

Determinar o modo de ligacdo DNA-ligante através de ensaios com o iodeto de potassio e
estudos de competicdo com brometo de etidio;

Confirmar o modo de ligacdo DNA-ligante através de estudos de transferéncia de energia;
Avaliar os resultados experimentais, prevendo o modo de ligacdo, bem como a energia de
ligacdo relativa ao complexo formado entre os derivados de acridina e ctDNA através de
experimentos de docking molecular;

Correlacionar os valores das constantes de ligacdo (Kp) obtidas com os valores de ICs €
energia de afinidade, buscando relacionar a interagdo com ctDNA e o mecanismo de a¢édo

da atividade antimalarica.
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5.3 Resultados e Discussao

5.3.1 Considerag0es iniciais

As estruturas das acridinas avaliadas estdo apresentadas no Esquema 1, a sintese e
caracterizacdo dessas moléculas, bem como os ensaios bioldgicos foram realizadas pelo grupo
de pesquisa coordenado pelo professor Thiago Mendonca de Aquino do Instituto de Quimica
e Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas.

Esquema 1- Estruturas das acridinas avaliadas.

CN

T

N

ACS-Az

Y 0
el
HN

HN,
SNH

NH
0
900k h
cr N a 7

R =H:ACS-Az01

R

R =F :ACS-Az04
R = CI : ACS-Az05

Fonte: elaborado pela autora, 2016.

Dentre os compostos avaliados o ACS-Az01 (Esquema 1) foi o que apresentou a
maior constante de interacdo com ctDNA bem como a melhor atividade bioldgica, assim este

composto foi empregado como modelo para apresentacdo dos resultados.

5.3.2 Avaliacdo da interacdo DNA-ligante por fluorescéncia molecular

Na avaliagdo da interagdo dos derivados de acridinas com o ctDNA, foi observado
gue todos 0os compostos avaliados apresentam emissdo em 461 nm quando excitados entre
280-295 nm. Dessa forma, em virtude da capacidade de fluorescer, as acridinas foram
tituladas, onde se verificou que ao adicionar quantidades crescentes de ctDNA ao sistema,
ocorreu uma diminuicdo gradual da fluorescéncia dos compostos, em funcdo da reducéo da
concentracdo livre dos mesmos. A Figura la apresenta o perfil espectral obtido para o
composto ACS-Az01, comportamento similar foi observado para 0s demais compostos
avaliados.

Através dos resultados da titulacdo espectrofluorimétrica foi possivel calcular a
constante de Stern-Volmer (Ksy), constante de ligacdo (Ky) e estabelecer o nimero de sitios
de ligacdo entre os ligantes e o ctDNA. Dessa forma, para determinar o valor da constante de
Stern-Volmer, empregou-se a seguinte equacgao:

F

FO =1+ K, [Q] Equagdo (3)
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onde Fo e F sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenga de CtDNA,
respectivamente. [Q] é a concentragdo de ctDNA (que atua como quencher) e Ksy € a
constante de Stern-Volmer.

A constante de ligacdo (K,) e 0 nimero de sitios de ligacdo (n) do complexo
supramolecular formado entre as moléculas avaliadas e ctDNA foram calculados de acordo

com a seguinte equacéo:

I:O_anlogKb+nIog 1F—F[L]
[DNA], — o~ Lt
FO

log Equaco (7)

onde, [L]+ € a concentragdo total do ligante. Os valores de Ky e n sdo obtidos a partir da curva
de log(Fo — F)/F vs log(1/([DNA]+- ((Fo-F) [L1])/Fo)).

As Figuras 2b e 2c apresentam os perfis das curvas para 0 composto ACS-Az01 a
partir da linearizacdo das equacdes (3) e (7), respectivamente. A Tabela 1 apresenta os dados
de todos os compostos para esta avaliagéo.

Figura 2- Resultados obtidos para a avaliagdo da interacdo DNA-ligante. a) Perfil espectral do
composto ACS-Az01 (10 uM) com adicdo de incrementos crescentes de ctDNA; b) Gréfico de
Stern-Volmer para o composto ACS-Az01 (processo de quenching); ¢) Curva logaritmica dupla
para calculo da constante de ligacdo do composto AzO1 com o ctDNA. Condicdo: pH = 7,4
(tampéo fosfato) a 25 °C.
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Fonte: elaborado pela autora, 2016.

Como ja descrito anteriormente, as mudancas espectrais indicam de forma qualitativa
a interacdo entre os compostos avaliados e o ctDNA. Porém € indispensavel que o ligante
transfira energia para a biomolécula, sendo esse processo denominado de quenching,

representado pela equacéo de Stern-Volmer.
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Tabela 1- Pardmetros de interagdo do ctDNA com os derivados de acridinas a 30 °C.

Constante Stern-Volmer Parametros de ligacao Parar_ne}rqs
Compostos Estruturas termodin@micos
Ksv (10% L mol™) r Ky (10° L mol™) n r AG® (kJ mol™)?
ACS-Az O \O S 3794042 0,9821 4,17+0,82 099+0,18  0,9690 20,6
=
o =
ACS-Az01 | o 6,27 + 0,56 0,9846 7,76 +0,61 1,01+0,15  0,9702 22,2
X
ST
0, =
ACS-Az04 o 1,65 +0,20 0,9786 2,09+ 0,69 102£016 09750 18,9
A N
S

ACS-AZ05 4,00+ 0,48 0,9844 447£071  098%016 09729 208
(\) b

Fonte: elaborado pela autora, 2016.
Nota: *Os valores da energia livre de Gibbs foram calculados conforme a equagio: AG = -RT InK,.
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Assim, de acordo com a Tabela 1, foi observado que os valores de Kgy variaram de
1,65 a 6,27 x10° L mol™, indicando que houve interagdo de todas as acridinas avaliadas com o
CtDNA.

Os valores de Kj, obtidos variaram de 2,09 a 7,76x10° L mol™. Esses valores foram
menores que os resultados encontrados na literatura para outras acridinas que obtiveram
constantes na magnitude 10* - 10° L mol™, como mostrado na Figura 3 (GAO, et al., 2015;
WU, et al., 2008; KWON, et al., 2013; PLSIKOVA, et al., 2012; JANOVEC, et al., 2007;
JOSEPH, et al., 2004; JANGIR, et al., 2012).

Figura 3 - Derivados de acridinas e suas respectivas constantes de ligacdo com o DNA.
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Fonte: elaborado pela autora, 2016.

Essas diferencas entre os valores das constantes podem estar relacionadas com
diversos fatores referentes as condi¢Ges experimentais utilizadas, tais como: tipo e
concentracdo do tampao utilizado, forca idnica, pH, concentracdo das acridinas e DNA, faixa
linear, tempo de incubacéo, tipo de DNA, entre outros. Além disso, devem-se considerar as
caracteristicas de cada técnica empregada para fazer a medida dos valores das constantes entre
o0 ligante e 0 DNA. O padrdo de substituicdo mostrou-se um fator critico, uma vez que as
acridinas estudadas nesse trabalho sdo substituidas em C9, enquanto em outros estudos, a

substituicdo ocorre com mais frequéncia nos C3 e C6 (Figura. 3, compostos 1-3).
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De acordo com a Figura 3, percebeu-se que a presenca de substituintes nitrogenados
facilita o processo de interacdo, pois dependendo do pH do meio no qual os experimentos
foram conduzidos, esses substituintes sdo passiveis de serem protonados (Figura 3, compostos
1-6) gerando uma carga positiva. Ao avaliar as moléculas 7-10 nota-se que os valores de K
s30 da ordem de 10° devido & presenca de um nitrogénio quaternario que possibilita interacdo
eletrostatica desses compostos com o DNA, entretanto o aumento do volume do substituinte
ligado diretamente a C9 diminui a interacdo, pois dificulta a aproximacdo do nucleo acridina
ao DNA (BARRA; NETTO, 2015). Este fator justifica os menores valores de Ky para os
compostos avaliados em funcdo da substituicdo em C9 com grupos volumosos (Figura 3,
compostos 9 e 10).

Para as acridinas estudadas neste trabalho, as constantes de ligacdo seguiram a
seguinte ordem (ACS): Az01 > Az05 > Az > Az04, sendo essa sequéncia melhor explicada a
partir das energias de afinidade obtidas pelos ensaios de docking molecular.

Por fim, com base na Tabela 1 pdde ser observado que, em geral, para todos os
compostos avaliados o valor da proporcdo estequiométrica entre acridinas e ctDNA foi
préximo a unidade, indicando proporcdo molar de 1:1. Os valores relativos ao parametro
termodinamico para energia livre de Gibbs (AG) foram todos negativos, indicando que o

processo de interacdo ocorre espontaneamente.

5.3.3 Estudos por UV-Vis: avaliacdo do mecanismo de quenching

A partir do ensaio por UV-Vis, é possivel avaliar o tipo de quenching dominante no
processo. Assim, se analisa os espectros de absor¢do do ctDNA, do composto livre e do
complexo formado, porém como os compostos apresentam maxima absor¢do numa regido na
qual o DNA n&o absorve, este ndo foi mostrado na Figura 4.

Os valores de maxima absor¢do do composto ACS-Az01 e ctDNA estdo localizados
em 472 e 260 nm, respectivamente. Ao se adicionar ctDNA a solugdo, ocorreram mudancas
espectrais indicando interacdo desse composto com ctDNA, corroborando com os resultados
de fluorescéncia molecular (Tabela 2).

Conforme relatado por Chi e colaboradores (2010), um efeito hipocrémico e
deslocamento para o azul do espectro de absorcdo sdo sinais de ligagdo externa (groove),
enquanto um desvio para o vermelho do espectro pode ser um sinal de intercalacdo. Dessa
forma, a partir da Figura 4 observou-se que ao adicionar 2,5 vezes de excesso do ctDNA em
relagdo ao composto, ocorreu uma diminui¢cdo do sinal de absorvancia, caracterizando um

efeito hipocrémico, demonstrando que o composto ACS-Az01 se ligou na parte externa da
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hélice. Entretanto, com a adi¢cdo de maiores excessos (5 e 10 vezes), ocorreu um aumento do
sinal de absorvancia, denominado efeito hipercromico e um desvio para o vermelho (AA = 3-8
nm), que caracteriza um efeito batocrémico (Tabela 2), demonstrando que o composto ACS-
Az01 foi inserido entre os pares de bases de DNA (intercalacdo). Assim, podemos inferir que
a partir da adicdo de excessos diferentes de DNA, os compostos avaliados podem mudar seu
modo de ligacdo com a biomolécula.

Figura 4- Espectro de absorcdo do composto ACS-Az01 (10 uM) e ACS-AZ01-ctDNA. Condigao:
pH = 7,4 (Tampdo fosfato) a 25 °C.
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Fonte: elaborado pela autora, 2016.

De acordo com informacdes prévias em trabalhos anteriores (Capitulos 1 e 3), o
mecanismo de quenching pode ser determinado através da analise dos valores de absorvancia
do complexo formado e da soma entre os valores de absorvancia do composto e do ctDNA.
Nesse contexto, através da tabela 2 pode-se observar que o valor de AA foi diferente de zero,
sugerindo que o mecanismo de quenching preferencial é estatico, havendo formacdo de
complexo supramolecular entre os compostos avaliados e o ctDNA (WU, et al., 2011).

Tabela 2 - Parametros de ligagdo por UV-Vis e valores de absorvancia para os derivados de

acridina avaliados (10 uM), ctDNA (100 puM) e composto-ctDNA. Condicao: pH = 7,4 (tampao
fosfato) a 25 °C.

H )\‘méx
ComPOStO M livre |lgad0 A)\-, nm Acomposto Aciona Acomplexo AA
(nm) (nm)
ACS-Az 472 475 3 0,288 0,000 0,296 + 0,008
ACS-Az01 472 477 5 0,294 0,002 0,198 -0,094
ACS-Az04 472 480 8 0,219 0,001 0,254 +0,034
ACS-Az05 472 476 4 0,203 0,001 0,272 +0,068

Fonte: elaborado pela autora, 2016.
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5.3.4 Avaliagdo do modo de ligagdo composto-ctDNA

O modo de ligacéo entre os compostos avaliados com ctDNA foi analisado avaliando
o efeito de quenching do KI e competicdo com acridina orange, uma vez que as moléculas
avaliadas sdo derivadas de acridinas (REHMAN, et al., 2015a; ZHANG, et al., 2012).

5.3.4.1 Ensaio iodeto de potassio (KI)

Como descrito anteriormente, 0 ensaio com iodeto de potassio é utilizado para avaliar
0 modo de ligacéo entre os compostos e 0 DNA, uma vez que é capaz de promover quenching
dindmico em moléculas fluorescentes, caso as mesmas estejam acessiveis. Para esse estudo a
constante de Stern Volmer foi calculada de acordo com a equacdo (3), onde [Q] equivale a
concentracdo do iodeto de potéssio. A figura 5 apresenta os resultados para essa avaliacao.

Figura 5- Valores de Ksy das acridinas (5,0 pM) por meio do quenching do KI na auséncia e
presenca de ctDNA (50 pM). Condicao: pH = 7,4 (tampao fosfato) a 25 °C.
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Fonte: elaborado pela autora, 2016.

Nota-se a partir da Figura 5 que os valores de Ksy para as acridinas ACS-Az, ACS-
Az04 e ACS-Az05 foram sistematicamente menores na presenca de ctDNA, indicando que a
molécula esta protegida e o ion iodeto ndo teve acesso a mesma, o que leva a inferir que o
modo de ligacdo dessas moléculas com o ctDNA ocorre preferencialmente via intercalagdo
(SAVARIZ, et al., 2014; REHMAN, et al., 2015a). Entretanto, para a acridina ACS-Az01
obteve-se um resultado diferente do esperado, ou seja, o valor da constante de Stern-Volmer
foi maior na presenca do ctDNA. Assim, para confirmar se esse composto realmente interage
via outro mecanismo, realizou-se o experimento de transferéncia de energia por contato para

essa molécula.
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5.3.4.2 Transferéncia de energia por contato

Este método é baseado na transferéncia de energia de uma molécula doadora para uma
receptora, e € utilizado para prever com maior confiabilidade o modo de ligacdo de moléculas
que interagem via groove menor e que em alguns ensaios se comportam como intercalantes, e
vice-versa. Apesar de existirem critérios bem estabelecidos para distinguir entre intercalacéo e
groove, essas controvérsias podem surgir (SUH; OH; CHAIRES, 2001).

Nesse contexto, 0 método para avaliar a transferéncia de energia das bases do DNA

para o ligante € indicado pela seguinte expresséo:
Q. — [ Figs0 ) [leogx j (Equacéo 14)
Q310 Falogx ligado Fk8310 livre

onde F e ¢ correspondem a intensidade de fluorescéncia medida e o coeficiente de extincao

molar em um dado comprimento de onda (A) e em 310 nm, respectivamente. Q refere-se a
eficiéncia quantica. O comprimento de onda 310 nm, foi escolhido para normalizagdo em
virtude da absorvancia do DNA ser desprezivel (SUH; CHAIRES, 1995).

A transferéncia de energia a partir das bases do acido nucleico para o ligante provoca
um aumento na intensidade de fluorescéncia do ligante se este estiver intercalado ao DNA. A
transferéncia de energia de uma molécula doadora para uma receptora depende da
sobreposicdo espectral, distancia e orientacdo entre as moléculas. Para um fluoréforo
intercalado, a distancia é praticamente negligenciavel, uma vez que o fluor6foro encontra-se
entre os pares de bases do DNA, e o plano da molécula intercalada é praticamente sobreposto
as bases do DNA. Consequentemente, a energia pode ser transferida facilmente. Entretanto,
quando o composto estd ligado nos sulcos da biomolécula (groove), a eficiéncia da
transferéncia ndo é grande, devido a maior distancia entre os pares de bases e o ligante, bem
como a orientacdo dos dipolos que ndo favorece essa transferéncia (SUH; CHAIRES, 1995;
HYUN, etal., 1997; VIOLA, et al., 2000).

Assim, para esse ensaio utilizou-se dois compostos que possuem modo de ligagdo bem
estabelecido, a acridina orange (AO) e o berenil, que se ligam via intercalacdo e groove
respectivamente, para comparar os perfis espectrais obtidos com o ligante em estudo (no caso

ACS-Az01). A Figura 6 mostra os resultados referentes a essa avaliagéo.
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Figura 6- Resultados referentes ao ensaio de transferéncia de energia por contato.
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Fonte: elaborado pela autora, 2016.

De acordo com a Figura 6, foi observado que a acridina orange ligada ao ctDNA
apresenta excitagdo em torno de 260 nm, que corresponde ao comprimento de onda no qual o
valor da absorvancia dos pares de bases do DNA é maximo, indicando a forte transferéncia de
energia do ctDNA para o ligante. Enquanto para o berenil foi verificado que a relacdo Q;/Qs10
é menor que 1, indicando que praticamente ndo houve transferéncia de energia (SUH;
CHAIRES, 1995; HYUN, et al., 1997; VIOLA, et al., 2000). No caso do derivado ACS-Az01,
foi observado pelo perfil espectral, tendéncia similar a acridina orange, indicando que o modo
de ligacdo preferencial dessa molécula com o DNA é via intercalacéo.

Portanto, esses dados evidenciam que o ensaio com o iodeto de potassio esta sujeito a
limitacOes e que em alguns casos, sdo necessarios experimentos adicionais para avaliar o

modo de ligacdo de alguns compostos com 0 DNA.

5.3.4.3 Ensaio de competicdo com acridina orange (AO)

Adicionalmente, para confirmar que os compostos avaliados realmente interagem por
intercalagdo foi realizado um ensaio de competicdo com acridina orange. A acridina orange
(AO) na forma livre apresenta baixa emissdo de fluorescéncia, contudo quando a mesma
intercala com DNA, ocorre um aumento consideravel da intensidade de fluorescéncia, como

pode ser observado na Figura 7.
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Figura 7- Decréscimo da intensidade de fluorescéncia do sistema AO-DNA por competicdo do
composto ACS-Az01. Concentracio da AO e ctDNA foram 2,0 e 6,0 pM, respectivamente.
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Fonte: elaborado pela autora, 2016.

A presenca de um ligante com mesmo modo de ligacdo ao DNA no sistema pode
levar ao deslocamento da AO intercalada, e por consequéncia conduzir a uma diminuicdo na
intensidade de fluorescéncia, pois parte da AO estaria na forma livre (ndo intercalada)
(ZHANG, et al., 2012). Dessa forma, nos estudos realizados empregou-se um excesso de até
10 vezes em relacdo a quantidade de acridina orange inicial, e observou-se que a intensidade
de emissdo do complexo AO-DNA diminuia a medida que a concentracdo dos compostos
aumentava. Foram obtidas reducdes de 43,8 a 87,3 % do sinal, como apresentado na Tabela 3.
Nota-se que a ordem de magnitude quanto ao decréscimo do sinal estd relacionada a
capacidade de deslocar a AO do DNA. Desta forma, pode-se concluir que o modo de ligacédo
dos compostos avaliados ocorre de forma similar ao da acridina orange, corroborando com os
resultados da avaliagcdo no ensaio com KI e transferéncia de energia por contato, refor¢ando a
proposta da interacdo dos derivados de acridinas preferencialmente via intercalacao.

Tabela 3- Parametros do equilibrio de competicdo AO-DNA com os derivados de acridinas (20
pM) avaliados (30 °C).

Compostos . AO-DNA .
Decréscimo do sinal de fluorescéncia, %
ACS-Az 43,8
ACS-Az01 87,3
ACS-Az04 75,9
ACS-Az05 85,4

Fonte: elaborado pela autora, 2016.
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5.3.5 Estudos por docking molecular

Nesses experimentos, inicialmente a estrutura de cada composto foi desenhada e
submetida a otimizacdo de energia. Estas foram entdo importadas para a estrutura do DNA
para fins de docagem. As conformacfes mais favoraveis dos derivados de acridinas obtidas
por docking foram analisadas. Os valores negativos das energias de ligacéo, na faixa de -7,2 a
-9,5 kcal mol™, indicaram um maior potencial de ligacdo dos compostos com o DNA através
de interacdes ndo covalentes, sendo consistente com 0s estudos espectroscopicos e ensaios
bioldgicos (Tabela 4).

Tabela 4- Energias de ligacdo dos derivados de acridinas com DNA.

Compostos Energia de afinidade (kcal mol™)
ACS-Az -1,7
ACS-Az01 -9,5
ACS-Az04 -7,2
ACS-Az05 -8,7

Fonte: elaborado pelo professor Thiago Mendonga de Aquino, 2016.

Para todos os compostos avaliados por docking, observaram-se algumas alteracdes
conformacionais nas moléculas ap6s ligacdo com o DNA, e uma preferéncia para a
intercalacdo no groove menor pode ser observada (Figura 8). Resultados semelhantes foram
observados para outros derivados de acridinas, onde o0 modo de intercalacdo no groove menor
foi preferido em relacdo a intercalacdo no groove maior e intercalacédo classica (JANOVEC, et
al., 2011; GHOSH, et al., 2010).

Figura 8- Docking das estruturas moleculares dos derivados complexadas com 0 DNA.

ACS-Az01 ACS-Az05 ACS-Az ACS-Az04
Fonte: elaborado pelo professor Thiago Mendonga de Aquino, 2016.
Neste modelo, para os dois compostos que exibiram melhores valores das energias de
ligagdo, no caso ACS-Az01 e ACS-Az05, os residuos de DNA T7, T8, C9 e G10, A17, Al8,

T19, T20 e T21 desempenharam um papel importante no sitio de ligacdo, resultando em
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contato proximo com a superficie das moléculas atravées de interagdes hidrofdbicas (Figura 9,
para ACS-Az01). O derivado sem grupo benzilideno (ACS-Az) apresentou baixa interacéo
com o DNA em relacéo as acridinas substituidas (Tabela 4), entretanto o derivado ACS-Az04,
substituido com grupo 4-fluoro-benzilideno apresentou alteracdo no sitio de intercalacdo em

relagdo aos outros compostos, tendo a menor energia associada ao processo de interagéo.

Figura 9- Docking molecular do composto ACS-Az01 mostrando as interagdes hidrofdbicas
(esferas cinzas) com DNA.
DT20

DG10

Fonte: elaborado pelo professor Thiago Mendonga de Aquino, 2016.

Dessa forma, foi possivel observar que o grupo fenil contribui de forma significativa
para a interacdo dos compostos ACS-Az01 e ACS-Az05, visto que a acridina ACS-Az nao
possui esse grupo e apresenta uma menor constante. Entretanto, somente para o derivado
ACS-Az04 a presenga do fldor ligado ao anel aromatico levou a uma diminuic¢do do valor da
constante de ligacdo, visto que nesse caso, a presenca do fluor alterou a conformacdo em
relacdo ao ndcleo das acridinas, impedindo a aproximacdo de forma mais efetiva desse
composto ao DNA.

Assim, estudos realizados por docking molecular foram consistentes com os resultados
espectroscopicos, e, portanto, reforcam a proposta de que a interacdo dos derivados de

acridinas com o DNA é o mecanismo preferencial de a¢do bioldgica destes compostos.
5.3.6 Analise de correlacéo

Os derivados de acridinas avaliados neste trabalho foram testados quanto a atividade
antimalarica frente a linhagem de P. falciparum resistente a cloroguina (W2) e a atividade
citotoxica foi analisada utilizando células hospedeiras de hepatoma humano (HepG2), uma
vez que o figado € um dos principais orgaos envolvidos no metabolismo desses farmacos.

Além disso, a partir da razdo entre a dose toxica para 50% das células e sua atividade anti-P.
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falciparum (ICsq'), calculou-se o indice de seletividade que representa a relacéo entre a dose
ativa e a dose toxica.

Nos ensaios bioldgicos, utilizou-se compostos descritos como padrdo na literatura,
como a amsacrina, que possui similaridade estrutural com as acridinas avaliadas neste
trabalho; a mefloquina e primaquina que sdo conhecidas como farmacos antimaléricos. Os
resultados referentes a esses ensaios sdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5- Resultados dos ensaios biolégicos das acridinas avaliadas frente a linhagem de P.
falciparum W2 e controle positivo HepG2.

1Cso £ sd (HM)

Linhagem Células Indice de
Compostos Estruturas . g . seletividade
P. falciparum hospedeiras (1S)
W2 HepG2
ACS-Az Y . 2,80 +0,80 735+28 26
ST
. CN _
ACS-Az01 " 0,90+ 0,80 80,7+0,5 90
ACS-Az04 3,20+0,20 > 200 15
ACS-Az05 2,40+1,10 > 200 -
Amsacrina 0,800,10 5,20+ 0,60 7
Mefloquina 0,04 £ 0,01 11,81 +0,28 295
\_\_< \ 7
Primaquina N 1,70+ 0,10 82,9+0,2 49

Fonte: elaborado pelo professor Thiago Mendonga de Aquino, 2016.

! Concentragdo minima do farmaco capaz de produzir citoxicidade de 50% da cultura celular (MENSAH, A. A, et al., 2014).
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Dessa forma, a partir dos valores das constantes de ligagéo (Ky) foi avaliada se existia
correlagdo linear (r?, coeficiente de determinacio) com os valores de ICsg e as energias de
afinidade obtidas através de docking molecular. Esta estratégia foi empregada, de forma
similar aos trabalhos anteriores visando observar se estas varidveis independentes estdo
relacionadas e, desta forma, se 0 mecanismo de acdo dos compostos avaliados pode ou néo,
esta associado a interacdo com DNA.

A Figura 10 apresenta os coeficientes de determinacdo obtidos para 0s compostos
avaliados frente a linhagem celular de P. falciparum resistente a cloroquina (W2) com um
intervalo de confianca de 95%.

Figura 10- Gréfico de correlagdo linear do 1Cs, (uM) vs Ky, (L mol™) e energia de afinidade (kcal
mol™) vs K, (L mol™), respectivamente, a 95% de intervalo de confianga (linhas verdes e azuis).
A sigla ACS foi suprimida para facilitar a observacédo dos compostos nos graficos abaixo.
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Fonte: elaborado pela autora, 2016.

De acordo com a Figura 10 observa-se que foi possivel relacionar a atividade
antimalarica empregando todos os compostos avaliados, com um coeficiente de determinacéo
de 0,9535; bem como uma boa correlacdo com os valores das energias de afinidade dos
compostos avaliados, onde r? = 0,8405. Assim, de acordo com os resultados obteve-se uma
tendéncia inversa, sendo que quanto maior o valor da constante de interagdo com DNA menor
o valor de ICsp € da energia de interacdo, e desta forma, mais ativos foram os compostos
frente ao P. falciparum.

Adicionalmente, a partir da Tabela 5 observou-se que 0 composto que apresentou
maior constante de ligacdo com o ctDNA (ACS-Az01), obteve valores de ICs, (para a

linhagem W2) proximos ao da amsacrina, devido a similaridade estrutural bem como a
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magnitude da interacdo entre a amsacrina e 0 DNA, onde o valor da constante de ligagédo (Kp)
foi de 1,2 x 10* L mol™* (JANGIR, et al., 2012). Do mesmo modo, a acridina ACS-Az01
demonstrou uma atividade citotoxica semelhante a primaquina, evidenciando que esse
composto possui uma boa atividade antimalarica.

De acordo com Bézivin e colaboradores (2003), quanto maior o indice de seletividade,
mais seguro e consequentemente menos toxico é o composto avaliado. Dessa forma, pode-se
verificar que as moléculas estudadas neste trabalho possuem IS comparaveis ao da
primaquina e amsacrina, com destaque para 0 ACS-Az01 que mostrou um IS maior que o da
primaquina (Tabela 5). Esse dado € muito promissor, uma vez que a primaquina foi
considerada por muito tempo como um farmaco ideal, principalmente devido a sua baixa
toxicidade. Além disso, também foi possivel observar que a acridina ACS-Az01 apresentou
atividade citotoxica (ICso-HepG2) similar a primaquina, confirmando os dados obtidos
anteriormente.

Embora os resultados encontrados ndo sejam semelhantes aos da mefloquina, vale
mencionar que esses dados foram obtidos a partir de ensaios preliminares, sugerindo que
modificacdes estruturais para as acridinas avaliadas pode aumentar o indice de seletividade
para garantir uma maior seguranca e menor toxicidade desses compostos frente a atividade
antimalérica.

Portanto, os resultados da correlacdo confirmam os dados espectroscépicos, indicando
que os derivados de acridinas avaliados neste estudo devem possuir como principal

mecanismo de acdo a interacdo com o DNA.

5.4 Concluséo

Os derivados de acridinas avaliados neste trabalho apresentaram interacdo
significativa com o modelo de DNA empregado, havendo a formagdo de um complexo
supramolecular entre essas moléculas e o ctDNA.

Assim, os valores de constantes de ligacdo variaram de 2,09 a 7,76x10° L mol™,
seguindo a ordem (ACS): Az01 > Az05 > Az > Az04. Estes resultados corroboraram com 0s
valores das energias de afinidade obtidos por meio dos estudos de docking molecular. Além
disso, observou-se que 0 composto que apresentou maior constante de ligagdo com o ctDNA
(ACS-Az01), obteve valores de ICso (para a linhagem W2) proximos ao da amsacrina e o
valor da sua atividade citotdxica semelhante ao da primaquina, evidenciando que esse

composto possui uma boa atividade antimalarica.
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A partir dos ensaios empregando iodeto de potéassio, competicdo com acridina orange
e estudos de transferéncia de energia por contato, foi possivel classificar como intercalacéo o
modo de interacdo preferencial ctDNA-ligante. Na analise de correlacdo obteve-se uma
tendéncia inversa, sendo que quanto maior o valor da constante de interacdo com ctDNA
menor o valor de ICso e da energia de afinidade, e desta forma, mais ativos foram os
compostos para a linhagem celular avaliada. Além disso, verificou-se que todos 0s compostos
avaliados sdo relacionados com a atividade antimalarica, com um coeficiente de determinacao
de 0,9535; bem como uma boa correlacdo com os valores das energias de ligacdo obtidas por
docking, sendo r? = 0,8404.

Assim, a partir do conjunto de resultados obtidos por diferentes técnicas foi possivel
inferir que o mecanismo preferencial de acdo das acridinas avaliadas frente a atividade

antimalarica possa estar associado a interacdo com DNA como principal alvo biologico.
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6 CONCLUSAO GERAL

O presente trabalho possibilitou avaliar a interacdo de forma quantitativa de trés
classes de compostos sintéticos com o ctDNA, visando propor o possivel mecanismo de acao
dessas moléculas. Dessa forma, em relacdo a avaliagdo da interacdo entre 0os compostos
estudados e o ctDNA, as técnicas espectroscopicas utilizadas (UV-Vis e fluorescéncia
molecular), bem como estudos por docking molecular, mostraram-se eficientes, uma vez que
permitiram determinar as constantes, modo de ligacdo, estequiometria, parametros
termodinamicos e energia de ligacdo quanto ao complexo supramolecular formado.

Dessa forma, os ensaios envolvendo iodeto de potéassio e competicdo com brometo
de etidio e acridina orange, foram de grande importancia, uma vez que foi possivel avaliar o
modo de ligacdo DNA-ligante, sugerindo que os derivados [-carbolinicos e acridinas
interagem  preferencialmente via intercalacdo, enquanto as aldiminas ligam-se
preponderantemente nos sulcos (groove) da biomolécula.

Uma vez determinado os valores de K, foi possivel estabelecer correlacdo linear com
os valores das atividades bioldgicas dos compostos avaliados, onde observou-se uma
tendéncia linear inversa para os derivados [B-carbolinicos, acridinas e algumas aldiminas
(somente hidroxiladas). Enquanto para outra classe de aldiminas (contendo grupo nitro) foi
observada tendéncia linear direta.

De modo geral, os resultados sugeriram que 0 mecanismo de acdo dos compostos
avaliados, possivelmente, estd associado a interacdo com o DNA como principal alvo
bioldgico. Portanto, as estruturas desses compostos podem ser utilizadas como modelos para a

concepgdo de novos medicamentos contra o cancer e maléria.
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7 PERSPECTIVAS

1) Avaliar a interacdo de outras classes de compostos com o ctDNA a partir de colaboragoes
(alcaloides B-carbolinicos, cumarinas, xantenonas, benzotiazois, benzimidazdis, entre outras);

ii) Propor alteracBes nas estruturas moleculares das classes de compostos avaliados visando
ampliar a interacdo com 0 DNA, bem como as atividades bioldgicas destas moléculas;

i) Avaliar a interacdo das trés classes de compostos estudados com a Albumina do Soro
Humano (HSA) estabelecendo os principais parametros de interacéo;

iv) Realizar o encapsulamento dos compostos avaliados mais ativos com B-ciclodextrina e/ou
(2-hidroxipropil)-p-ciclodextrina visando aumentar a solubilidade em agua. Avaliar a
formacdo do complexo com as ciclodextrinas através de técnicas espectroscopicas (UV-Vis e
fluorescéncia molecular), além de técnicas de RMN *H, como DOSY, ROESY e calcular as

constantes de associacdo aparente.
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A series of novel 1-(substituted phenyl)-3+2-oxo-13 4-oxadiazol-5-yl) p-carbolines (4a-e) and the cor-
responding Mannich bases 5-9(a-c) were synthesized and evaluated for their in vitro antitumor activity
against seven human cancer cell lines. Compounds of 4a-e series showed a broad spectrum of antitumor
activity, with Gls values lower than 15 pM for five cell lines. The derivative 4b, having the N,N-dimeth-
ylaminophenyl group at C-1, displayed the highest activity with Glse in the range of 0.67-3.20 pM. A high
selectivity and potent activity were observed for some Mannich bases, particularly towards resistant

’“’*"‘"’bzdlf’ ) ovarian (NCI-ADR/RES) cell lines (5a, 5b, Ga, 6¢ and 9b), and ovarian (OWCAR-03) cell lines (5b, 6a, 6c,
S:E)dx::-l.l'jn;ﬂmdiazdc 9a, 9b and 9¢). In addition, the interaction of compound 4b with DNA was investigated by using UV
Mannich bases and fluorescence spectroscopic analysis. These studies indicated that 4b interact with ctDNA by interca-
Antitumor activity lation binding.

Synthesis © 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

ADNA interaction

1. Introduction

The p-carboline nucleus is present in many synthetic and natu-
rally occurring compounds, displaying a large spectrum of impor-
tant pharmacological and biological properties."® It is worth
mentioning the significant antitumor activity of p-carboline deriv-
atives demonstrated in several studies, which have focused on the
design, synthesis and structure-activity relationship (SAR), as well
as on their anticancer action mode.” ™

f-Carbolines can exert the antitumor activity through multiple
mechanisms, such as DNA intercalation,'®'? DNA binding,'*'* or
DNA synthesis inhibition.'® Additionally, some g-carboline deriva-
tives are capable of inhibiting Topoisomerases | and I,'7-'® 1kB
kinase (IKK),' cyclin-dependent kinases (CDKs),*® polo-like kinase
(PLK1Y*" and kinesin-like protein Eg5.%*

SAR studies on the chemistry and antitumor activity of
p-carboline alkaloids report that the introduction of appropriate
substituents into 1-, 3- and 9-positions of B-carboline ring can
result in more potent compounds with reduced toxicity and neuro-
toxic effects.”"* In our previous work>*** we demonstrated that

* Corresponding author. Tel: +55 44 3011 5377; fax: +55 44 3261 4125,
E-mail address: mhsarragiotto@uenm. br (M.H. Sarragiotto)}

hitp: || dxdoiorg 10,1016 bmc.2014.10.031
(968-0896)© 2014 Elsevier Lul. All rights reserved.

derivatives bearing a phenyl group appropriately substituted at
position-1, and different substituents at position-3 of the p-carbo-
line nucleus showed potent antitumor activity. Among the substit-
uents at C-3, the 2-thioxo-1,3,4-oxadiazolyl group was a suitable
pharmacophoric group, giving rise to 1-(substituted phenyl)-3-
(2-thioxo-1,3,4-oxadiazolyl) p-carbolines (1, Fig. 1) with significant
anticumor activity.” In addition, we found that the Mannich bases
(2, Fig. 1), from the most active compounds of series 1, displayed
even higher antitumor activity.”

Figure 1. General structures of 1-{substituted phenyl -3-{2-thioxo-1,3, 4-oxadiaz-
oly | -p-carbolines (1) and the corresponding Mannich bases (2).
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Abstract

Purpose Due to the modernization of the agro-industrial sec-
tor, compounds with different toxicity and effects on human
health and animal have been used and consequently affecting
the environment. Among them, tetracycline (TC) stands out as
one of the antibiotics most commonly used worddwide. This
study evaluated the TC interaction with different fractions of

tal analysis, spectroscopic analysis (E4/Eg), and nuclear mag-
netic resonance of carbon 13 (NMR "*C), and the interaction
between TC and different fractions of organic matter was
made by fluorescence spectrometry. We used the tangential
ultra-filtration system for determining the complexation capa-
bility of humic substances (HSs), fulvic acids (FA), humic
acids (HA), and humin (HUM) from peat with TC. Finally,
we evaluated sorption kinetic experiments between TC and
peat in natura.
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Results and discussion The peat samples, humic substances,
FAs, HAs, and HUM were characterized by organic matter
(OM), atomic ratio (H/C and C/O) calculated from elemental
analysis data, functional groups quantified by NMR "*C data,
and E4/Eg ratio, and the results show significant differences in
the structural characteristics of the fractions of OM influenced
by the type of microorganisms and environmental factors as-

model to describe the system under consideration using the
Freundlich model.

Conclusions The results showed that the different fractions of
the OM extracted from peat show different contributions that
aftect the bioavailability of contaminants to the environment.

Keywords Humic substances - Organic matter - Peat -
Spectroscopic analysis - Tetracycline

1 Introduction

The composition of the organic matter (OM) depends on the
ambient source (Aiken and Costaris 1995), generated from a
number of organic compounds present in natural waters, soils,
and sediments such as carbohydrates, proteins, and amino
acids subsequently forming compounds with high molecular
weights, such as humic substances (HSs) (Rodrguez et al.
2014). In soils, organic compounds can be found in two forms,
nonhumified and humified (Andreas and Zhang 2014). In
context, humified organic compounds are known as humic
substances. The humic substances are divided into three frac-
tions: (1) humin (HUM), fraction of humic substance not

ﬂ Springer
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Quantitative interaction of twelve B-carboline derivatives with calf thymus deoxyribonucleic
acid (ctDNA) using spectroscopic techniques was evaluated. The values of the binding constants (K)
obtained for the complexes formed with the ctDNA ranged from 3.30 x 102 to 1.82 x 10 mol L,
being the B-carbolines with the N,N-dimethylaminophenyl group at position 1 the ones which
presented the highest K, values. The binding mode between the B-carbolines evaluated and
ctDNA was proposed from the KI assay, competition with ethidium bromide, and DNA thermal
denaturation profile (T_), where it was possible to infer that the evaluated alkaloids interact with
ctDNA preferably via intercalation. Additionally, the correlation of K, values obtained with the
IC,, of seven human cancer cell lines was carried out. From this study, it was possible to observe a
linear relation among most of the evaluated derivatives, obtaining r* values from 0.5360 to 0.9600.
In addition, in silico molecular docking was performed to corroborate the experimental results.

Keywords: f-carboline derivatives, ctDNA interaction, molecular fluorescence, anti-tumor

activity

Introduction

The B-carboline alkaloids are a large group of natural
and synthetic indole alkaloids that possess a common
tricyclic pyrido[3.4-blindole ring structure, and can
be categorized according to the saturation of their
N-containing six-membered ring.! Studies demonstrate
that these alkaloids have several pharmacological
actions, among them, anticonvulsant, anti-viral, anti-
tumor, anti-proliferative and anti-microbial activity.*
Moreover, J-carbolines act as deoxyribonucleic acid
(DNA) intercalating agents and are able to inhibit the
topoisomerases [ and II enzymes,*® which are responsible
for regulating processes such as transcription, replication
and DNA recombination.™"

Due to different activities demonstrated by this class
of compounds, we have synthesized and evaluated the
biological activities of several derivatives with different
substituents at positions 1 and 3 of the B-carboline nucleus.
Scheme 1 shows a compilation of some of our works

*g-mail: figueiredo.isis @ gmail.com

highlighting compounds with activity against different
in vitro assays.'-"7

In a recent study from our group,'® we showed
that a series of l-substituted phenyl 3-(2-oxo0-1.3.4-
oxadiazol-5-yl) and 3-(2-oxo-3-alkylaminomethyl-1,3.4-
oxadiazolyl)-B-carboline derivatives presented in vitro
antiproliferative activity against cancer cell lines, being
more active for resistant ovarian (NCI-ADR/RES) and
breast (MCFT) cancer cell lines. Investigation of the DNA
interaction mode for the most active compound, 1-(4-N,N-
dimethylaminophenyl)-3-(2-ox0-1.3.4-oxadiazol-5-y1)
[B-carboline, showed a strong interaction with DNA via
intercalation, indicating that its action mechanism may be
associated with this process.

In this context, some studies have tried to establish the
existence of the relationship between the binding constants
(K,) values with DNA and in vitro activity parameters,'®2°
to evaluate the action mechanism responsible for the
biological activity. It is worth mentioning studies with
guanidine derivatives with antimalarial activity that showed
a correlation coefficient (Pearson’s coefficient, r) equal to
0.9327 for the relationship between K, and 1C,,."®
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